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1 Einleitung - Theoretische Grundlagen 
1.1 Einführung in das Thema 
Nanomaterialien sind heutzutage Bestandteil vieler B eiche des alltäglichen Lebens wie  
Elektronik, Kosmetik, Medizin und Mobilität. Allein bis zum letzten Jahr wurden laut Nano-
techproject über 1000 „Nano“-Produkte bzw. Produktlinien auf dem Markt registriert, die 
meisten davon im Bereich Gesundheit und Fitness. Einige Artikel für Kinder enthalten heut-
zutage ebenfalls Nanomaterialien (Rejeski 2009).  
Diese Entwicklung stellt eine große Herausforderung a  die Erforschung der Risiken (ge-
sundheitliche Gefahren, Ökosystemverträglichkeit, Entsorgung, zweckentfremdeter Miss-
brauch) dar. Hier besteht momentan enormer Handlungsbedarf. 
Obwohl die Nanotechnologie viel verspricht, gerade uch im medizinischen Bereich, sollten 
bei allen Vorteilen die möglichen Gefahrenpotentiale nicht außer Acht gelassen werden. Eine 
Reihe von Studien belegt bisher schon die Toxizität natürlich vorkommender bzw. umweltbe-
dingter ultrafeiner Partikel und einiger synthetischer Nanomaterialien. Dabei wurden Auswir-
kungen auf das Lungengewebe bisher am intensivsten untersucht. Es ist ebenfalls bekannt, 
dass Nanopartikel im Organismus verteilt werden und diverse Organe erreichen können, auch 
das Gehirn. Daher stellt sich die Frage, ob ultrafeine Partikel bzw. Nanopartikel zu neurode-
generativen Erkrankungen, deren Inzidenz in unserer Gesellschaft immer mehr zunimmt, bei-
tragen können. Die Hinweise darauf mehren sich mittlerweile.  
Auch beim Thema Arbeitsschutz spielt Nanotoxikologie e ne große Rolle, beispielsweise im 
Herstellungsprozess von Wolframcarbid-Hartmetallen. Mikroskaliges Wolframcarbid mit 
oder ohne Cobalt (WC(-Co)) gilt bei Arbeitern in den ntsprechenden Fabriken schon lange 
als möglicher Auslöser für Lungenkrankheiten. In Japan werden momentan bereits nanoskali-
ge WC-Partikel eingesetzt, aber unklar ist bisher, ob und wie sich die toxischen Eigenschaften 
von WC(-Co) im nanoskaligen Bereich ändern. Akkumuliert WC(-Co) vielleicht auch im Ge-
hirn, wenn die Arbeiter über Monate oder Jahre dem Hartmetallstaub ausgesetzt sind? Es ist 
wenig bekannt über mögliche Auswirkungen im Gehirn, falls die Partikel dahin gelangen.  
 
Die Chancen und Risiken von Nanomaterialien zu erfassen ist Aufgabe der Nanotechnologie 
und –toxikologie. 
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1.2 Nanotechnologie und -toxikologie 
1.2.1 Nanotechnologie und Risikobewertung 
Laut dem Internationalen Risikorat (IRGC 2007) umfasst die Nanotechnologie die Erfor-
schung und Entwicklung von Materialien, Geräten undSystemen mit Strukturen im nanoska-
ligen Bereich (1-100 nm), entweder entstanden durch den Aufbau aus einzelnen Atomen und 
Molekülen (Sog. Bottom-Up-Ansatz) oder durch die Aufbereitung bzw. das Mahlen von grö-
ßerem Material (Sog. Top-Down-Ansatz). Als Nanopartikel (NP) wird ein Verbund von eini-
gen bis zu mehreren hundert Atomen oder Molekülen bezeichnet. Sie können sowohl natür-
lich vorkommen als auch anthropogenen Ursprungs (Bsp. Dieselrußpartikel) sein. Letztere 
kann man unterscheiden in beabsichtigt (synthetische NP) und unbeabsichtigt hergestellte NP 
(Oberdörster, Stone und Donaldson 2007). Synthetisch hergestellte NP, zu denen auch die in 
dieser Arbeit untersuchten Wolframcarbid(WC)-NP gehör n, werden im Gegensatz zu den 
anderen mit einem bestimmten Funktionsziel und in definierter Form und Größe produziert. 
Im nanoskaligen Bereich können bei einigen Materiali n Eigenschaftsveränderungen und 
neue Funktionalitäten beobachtet werden (Aitken, Creely und Tran 2004; Löchtefeld, Kühr 
und Claus 2005). Neben dem veränderten quantenmechanis en Verhalten, z. B. in Bezug auf 
Farbe, Transparenz, Härte, Magnetismus und elektrische Leitfähigkeit, zeichnen sich Nano-
partikel durch eine hohe Oberfläche pro Masse und ei e besonders hohe chemische Aktivität 
aus, da durch die große Oberfläche verhältnismäßig viele Atome an der Außenseite positio-
niert sind. Selbst Eigenschaften wie der Schmelz- und Siedepunkt können sich dadurch ge-
genüber dem kompakten Material signifikant ändern (Löchtefeld, Kühr und Claus 2005). Die-
se besonderen Eigenschaften lassen Nanostrukturen für technische und medizinische Anwen-
dungen interessant erscheinen, da sie die Wirkung oder Qualität von Produkten deutlich 
verbessern, wie z. B. das Erzielen von kratzfesten oder schmutzabweisenden Oberflächen, 
sowie völlig neue Produkte und Anwendungen ermöglichen. 
Das IRGC unterscheidet zwischen vier Generationen von Nanotechnologieprodukten: Bei der 
ersten Generation handelt es sich um passive Nanostrukturen, zu denen Dispergierungen (Ae-
rosole, Kolloide) oder Produkte mit eingelagerten Nanomaterialien (Beschichtungen, Metalle, 
Keramiken) gehören. Hier sind auch die in dieser Arbeit untersuchten WC-Hartmetalle einzu-
ordnen. Die zweite Generation umfasst aktive Nanostrukturen wie bio- oder physikochemi-
sche Nanomaterialien, die in der Biomedizin oder der Nanoelektronik Anwendung finden. 
Zur dritten und vierten Generation gehören komplexe Nanosysteme wie 3D-Netzwerke und 
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Roboter sowie zukünftige molekulare Systeme, die durch Atom- und Moleküldesign entste-
hen (IRGC 2007). 
Bei der Risikobewertung von NP müssen diverse Aspekte berücksichtigt werden. Zum Ge-
fährdungspotenzial zählt die IRGC Toxizität, Ökotoxizität, Karzinogenität, Flüchtigkeit, Ent-
flammbarkeit, Persistenz und Akkumulation. Bei der Ökotoxizität muss der gesamte Lebens-
zyklus der Nanosysteme bedacht werden, d. h. Produkti n, Transport, Gebrauch und Entsor-
gung (Bystrzejewska-Piotrowska, Golimowski und Urban 2009; IRGC 2007). Bei all diesen 
Punkten kann es zu einer Exposition des Menschen kommen. Deshalb sollten immer die Risi-
ken in Bezug auf die menschliche Gesundheit, Explosionsgefahr und Umwelt beachtet wer-
den. Besonders für neue Generationen von NP bedarf s noch intensiver Forschung, um Risi-
ken für Mensch und Umwelt zu bewerten. 
Die Anwendungen der Nanotechnologien sind trotz allem bereits breit gefächert. Eines der 
vielversprechendsten Gebiete scheint die Medizin zu sein. Schon jetzt befinden sich Nano-
systeme für die gezielte Pharmakotherapie (drug delivery) in der klinischen Testphase (De 
Jong und Borm 2008). An nanobasierten Gerüstsubstanzen bei der Nervenregeneration bzw. 
neuro-aktiven Implantaten (Seil und Webster 2008; Silva 2006) wird momentan geforscht. 
Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Verwendung von NP als diagnostische und bildgebende 
Hilfsmittel (Kontrastmittel, Markierungsreagenzien) i  der Medizin (Jan et al. 2008; Liu et al. 
2006; Sharma et al. 2006). Große Hoffnungen werden auch auf dem Gebiet der Krebsdia-
gnostik und -therapie gehegt (Yezhelyev et al. 2006). Ein Beispiel dafür sind die sog. Gold 
Nanoshells, die Licht in thermische Energie umwandeln können. In Experimenten konnte 
gezeigt werden, dass eine Applikation mit Nanoshells, die mit entsprechenden Liganden spe-
ziell zur Bindung an Krebszellen konjugiert sind, bei einer Bestrahlung mit infrarotem Licht 
zur Zerstörung des Tumorgewebes (Erickson und Tunnell 2009) führen kann. Zu den weite-
ren biomedizinischen Anwendungen von Nanopartikeln g hören neben der gezielten Genthe-
rapie [Gene delivery (Bharali et al. 2005)] auch die Bio- bzw. die Nanoaalytik [Bsp. 
Schwangerschaftstest mit Gold-NP (Lee und El-Sayed 2006; Rojanathanes et al. 2008; 
Wiwanitkit, Sereemaspun und Rojanathanes 2007)] und die Zugabe von nanoskaligem Silber 
als antibakteriellen Zusatz bei der Wundheilung (Bsp. Wundpflaster). Generell werden Silber-
NP neben Kohlenstoffnanoröhren (CNT) industriell schon am häufigsten eingesetzt 
(Bystrzejewska-Piotrowska, Golimowski und Urban 2009). 
Neben den biomedizinischen Anwendungen findet man Nomaterialien auch noch in einer 
Reihe von anderen Produkten (Bystrzejewska-Piotrowska, Golimowski und Urban 2009), wie 
z. B. in Textilien (antibakterielle Socken mit Silber-NP), Sportgeräten (Tennisschläger mit 
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Kohlenstoffnanoröhren), Nahrungsmitteln (Ketchup mit Siliziumdioxid-NP), Kosmetik (Au-
gencreme mit C60-Fullerenen), Haushaltsgeräten (Waschmaschine mit Silber-NP), Farben 
und Lacken (Titandioxid-NP) sowie Autos (Katalysatoren mit Platin- und Palladium-NP, Rei-
fen mit Carbon Black). Ebenso wird am Einsatz von nanotechnologischen Vrfahren zur Bo-
den-, Luft- und Wasserreinigung gearbeitet (Khaydarov, Khaydarov und Gapurova 2009; 
Löchtefeld, Kühr und Claus 2005).  
Aufgrund dieser Fülle an (potenziellen) Anwendungen vo  Nanomaterialien gewinnt der For-
schungsbereich der Nanotoxikologie immer mehr an Bedeutung.  
1.2.2 Nanotoxikologie 
Bei der Nanotoxikologie handelt es sich um einen multidisziplinären Ansatz, wobei Ingenieu-
re, Epidemiologen, Mediziner und Toxikologen das gemeinsame Ziel verfolgen, eine zweck-
mäßige Risikobewertung von Nanomaterialien zu erarbiten, die für die Nachhaltigkeit der 
Nanotechnologie von unerlässlicher Bedeutung ist.  
Bisherige Erkenntnisse der Nanotoxikologie 
Allgemein bewiesen ist, dass Nanopartikel die Zellbarrieren überwinden, in Zellen eindringen 
und mit intrazellulären Strukturen interagieren könne . Die Induktion von oxidativem Stress 
durch die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) gilt dabei als der Hauptmecha-
nismus der Nanopartikeleffekte (Oberdörster, Stone u d Donaldson 2007). Eine vermehrte 
Bildung von ROS durch NP kann zur unerwünschten Oxidation von DNA, Proteinen und Li-
piden führen und diese in ihrer Funktion einschränken bzw. zur Apoptose der Zellen beitra-
gen. Viele in vitro wie auch in vivo Studien haben bisher gezeigt, dass Nanopartikel durch 
eine erhöhte ROS-Produktion zellschädigend wirken kö nen (Brown et al. 2004; Colvin 
2003; Dick et al. 2003; Hussain et al. 2005; Lovric et al. 2005; Nel et al. 2006; Oberdorster, 
Oberdorster und Oberdorster 2005). Aber auch andere potentiell toxische Mechanismen sind 
zu beachten. Nach Kirchner et al. (Kirchner et al. 2005) kann die Toxizität von NP auf drei 
Hauptursachen zurückgeführt werden: die chemische Zusammensetzung (z. B. Freisetzung 
von toxischen Ionen bei CdSe-NP), die geringe Größe und die Form (z. B. „Durchstechen“ 
von Membranen durch CNT). Die geringe Größe mit den adurch verbundenen Eigenschaften 
kann dabei zu einer erhöhten Aufnahme und Wechselwirkung mit den biologischen Systemen 
führen, als für das gröbere Material oder die gelöst n Stoffe bekannt ist. Für verschiedene 
Partikel konnte dieser „Nanoeffekt“ schon nachgewiesen werden, beispielsweise für TiO2 
(Singh et al. 2007), Al2O3 (Oberdörster, Stone und Donaldson 2007), für Nickel (Zhang et al. 
2003), Carbon Black (Brown et al. 2004; Brown, Donaldson und Stone 2004), Vanadium 
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(Worle-Knirsch et al. 2007), CoCr (Papageorgiou et al. 2007) und CuO (Karlsson et al. 2009). 
Da bei einigen Arbeiten eine oberflächenabhängige Wirkung der Partikel nachgewiesen wer-
den konnte, scheint eine Beschreibung der toxischen Effekte mit der Oberfläche als Dosisgrö-
ße ebenfalls sinnvoll (Fubini 1997; Waters et al. 2009). Kleinste Partikel können außerdem 
tiefer in den Atemtrakt ein- und bis zu den Alveolen vordringen (Kreyling et al. 2007; 
Oberdorster, Oberdorster und Oberdorster 2005). Hinzukommt, dass der Abtransport von 
Fremdstoffen mittels Flimmerhärchen (Clearance) in diesen terminalen Lungengebilden ge-
ringer ist (Oberdörster, Stone und Donaldson 2007), d. h. dass die Selbstreinigungsfunktion 
der Lunge abnimmt und die Verweildauer der Partikel m Gewebe zunimmt (Kreyling et al. 
2007).  
Einige epidemiologische Studien belegen zudem die Toxizität von (ultra-)feinen Partikeln der 
Luft bzw. Umwelt bezüglich Herz-Kreislauf- und Lungen- und Krebserkrankungen (Araujo 
und Nel 2009; Ibald-Mulli et al. 2002; Pekkanen et al. 2002; Peters et al. 1997; Pope, Ezzati 
und Dockery 2009; Reich, Fuentes und Burke 2008; Samet et al. 2009; Valavanidis, Fiotakis 
und Vlachogianni 2008; Wichmann et al. 2000). Einige Untersuchungen ergaben dabei, dass 
die Sterblichkeit mit der Partikelhäufigkeit in der Atemluft korrelierte. Daher bestehen auch 
bei synthetischen Nanopartikeln Bedenken hinsichtlic  des Verursachens oder Verstärkens 
von Herz-Kreislauf-, Lungen- sowie Autoimmunerkranku gen, Arteriosklerose und Krebs. 
Die Toxizität bzw. die biologische Aktivität der Nanopartikel ist abhängig vom Herstellungs-
prozess, den Oberflächenmodifikationen und den physikochemischen Eigenschaften wie Zu-
sammensetzung, Größe, Ladung, Stabilität und Konzentration (Jan et al. 2008; Limbach et al. 
2005; Limbach et al. 2007; Nel et al. 2009) sowie dem Agglomerisationszustand. Neben den 
toxikologischen Tests ist demzufolge eine genaue Charakterisierung der Nanopartikel nötig 
(Meißner, Potthoff und Richter 2009; Oberdörster, Stone und Donaldson 2007; Powers et al. 
2007; Schulze et al. 2008). Bei vielen Studien erschwert die ungenaue Charakterisierung der 
Partikel und ihrer Suspensionen die Bewertung bzw. den Vergleich der Effekte. 
Viele dieser physikochemischen Eigenschaften determinieren die Bindung von bestimmten 
Proteinen an die Nanopartikel, sobald diese mit Zellen, Geweben oder extrazellulären Flüs-
sigkeiten in Kontakt kommen. Es bildet sich die so genannte Proteinkorona um die Nanopar-
tikel herum aus, die für jedes Partikel und jeden experimentellen Aufbau anders zusammen-
gesetzt sein kann. Die entsprechende Proteinkorona wiederum hat Einfluss auf die biologi-
schen Effekte, die durch NP hervorgerufen werden könen. Durch die Bindung bestimmter 
Proteine könnte es beispielsweise zu einer rezeptorvermittelten Aufnahme oder einer Anre-
gung des Immunsystems kommen. Proteinstrukturen und -f ktionen könnten des Weiteren 
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durch eine Nanopartikelbindung verändert werden (Cedervall et al. 2007; Dutta et al. 2007; 
Ehrenberg et al. 2009; Horie et al. 2009; Lundqvist et al. 2008; Lynch et al. 2007). An der 
NP-Bio-Grenzfläche scheinen prinzipiell verschiedene Vorgänge möglich: Membraninterak-
tionen durch spezifische und nicht spezifische Kräfte zwischen NP und Membranbestandtei-
len, Rezeptor-Liganden(NP)-Bindungen, Membranumhüllungen der NP, Interaktionen mit 
zellulären Molekülen (Lipiden, Proteinen, DNA) mit funktionellen und/oder strukturellen 
Auswirkungen, Energietransfer auf Biomoleküle sowie oxidativer Stress mit Folgeschäden u. 
a. an Mitochondrien und Lysosomen und damit verbundenem Energieverlust der Zelle (Nel et 
al. 2009). Konkret konnten bisher für verschiedene Nanopartikel bei unterschiedlichen Zellen 
bzw. experimentellen Modellen u. a. die Reduktion der Zellvitalität (Chang et al. 2007; Choi 
et al. 2008; Horie et al. 2009; Hussain et al. 2005; Lovric et al. 2005; Peters et al. 2004), die 
Störung des Zellzyklus (Gelderman et al. 2008; Peters et al. 2004), die Schädigung bzw. Ver-
änderung der DNA und des Chromatins sowie eine gestört  Kernfunktion (Choi et al. 2008; 
Lovric et al. 2005;), erhöhte Zytokin- oder Chemokinausschüttung (Brown et al. 2004; Peters 
et al. 2004; Wottrich, Diabate und Krug 2004), Mitoch ndrienschädigung ( Choi et al. 2008; 
Hussain et al. 2005; Li et al. 2003; Lovric et al. 2005), Induktion von Apoptose (Gelderman et 
al. 2008; Lovric et al. 2005) und Nekrose [LDH-Freisetzung, (Chang et al. 2007; Hussain et 
al. 2005; Wottrich, Diabate und Krug 2004)], veränderte Gen- und Proteinexpression bei-
spielsweise von Matrixmetalloproteasen, Hitzeschockproteinen sowie Kollagenen 
(Gelderman et al. 2008; Gursinsky et al. 2006; Zhang et al. 2006), Aktivierung von MAP-
Kinasen sowie Transkriptionsfaktoren (Brown et al. 2004; Gursinsky et al. 2006; Harhaji et 
al. 2007), Störung des Zytoskeletts (Moller et al. 2005; Peters et al. 2004)  und erhöhte intra-
zelluläre Kalziumkonzentration (Brown et al. 2004; Gelderman et al. 2008) gezeigt werden. 
Auch ein verändertes Adhäsionsverhalten nach NP-Exposition konnte nachgewiesen werden 
(Au et al. 2007). NP haben also vielfältige unerwünschte Auswirkungen auf den Organismus. 
Auf Proteinebene konnte eine durch bestimmte Nanopartikel verursachte vermehrte Protein-
Fibrillenbildung, wie sie auch bei M. Alzheimer und anderen Amyloidosen auftritt, nachge-
wiesen werden (Linse et al. 2007). Ein weiteres Merkmal der nanotoxikologischen Untersu-
chungen ist, dass oftmals keine direkte Beziehung zwischen Dosis und erzieltem Effekt zu 
beobachten ist (Xu et al. 2009).  
Die am besten untersuchten Nanopartikel bestehen aus TiO2, da sie schon seit Jahrzehnten 
zum Einsatz kommen. TiO2-NP sollen Entzündungsreaktionen in den Atemwegen von Ratten 
und Mäusen sowie Fibrose in Ratten und DNA-Schäden in verschiedenen Zellen verursachen 
(Bermudez et al. 2004; Rahman et al. 2002; Sayes et al. 2006; Warheit et al. 2006). Außerdem 
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wurde für eine Exposition mit TiO2-NP erhöhte Glutathionlevel in alveolären Ratten-
makrophagen beschrieben, was vermutlich auf die Produktion von ROS zurückzuführen ist 
(Afaq et al. 1998). Des Weiteren wurde von Mikrokernbildung sowie erhöhten Mengen an 
H2O2 und NO in exponierten humanen bronchialen epithelialen Zellen berichtet (Gurr et al. 
2005). Auch das Verursachen von DNA-Strangbrüchen bzw. Mutationen durch reaktive nitro-
sative Spezies (RNS) über einen Cyclooxygenase-2-abhängigen Signalweg konnte für TiO2-
NP gezeigt werden (Xu et al. 2009). 
Aufnahme und Verteilung der Nanopartikel im Organismus  
Nanopartikel können über verschiedene Wege in den Körper gelangen. Die Hauptaufnahme 
erfolgt über den Respirationstrakt, daneben über den Verdauungstrakt und die Haut. Im Orga-
nismus werden die Partikel entsprechend ihrer Eigenschaften systemisch verteilt, abgebaut 
oder akkumuliert bzw. wieder ausgeschieden (De Jong et al. 2008; Kreyling et al. 2007; 
Nemmar et al. 2002; Takenaka et al. 2001). Bisher vorliegende Daten zeigen, dass die Inhala-
tion von Nanopartikeln die stärksten Effekte induziert. Im Falle der im Rahmen der Arbeit 
untersuchten Hartmetalle ist die Inhalation auch der wahrscheinlichste und toxikologisch re-
levanteste Aufnahmeweg. 
Schon im letzten Jahrhundert wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt, dass Nano-
partikel abhängig von ihren Eigenschaften bestimmte Barrieren wie die alveolar-kapilläre 
Barriere im Körper überwinden und ebenfalls durch den Transport in Axonen in den Orga-
nismus gelangen können. Für die Haut konnte ein Eindringen von NP nur in die oberen Haut-
schichten bzw. nach Verletzungen gezeigt werden. Dieser Weg wird daher als eher unkritisch 
eingeschätzt (Butz et al. 2007). Der Ingestionspfad d gegen ist bisher noch wenig untersucht. 
Zur Ingestion kommt es durch nanopartikelhaltige Lebensmittel, mangelnde Hygiene und 
durch Abschlucken der zum Rachen hoch transportierten NP bei der mukoziliären Clearance. 
Nach Aufnahme über den Magen-Darm-Trakt könnten Nanop rtikel genauso über das 
Lymphsystem und die Blutzirkulation systemisch verteilt werden wie nach der Inhalation und 
dem anschließenden Durchtritt durch die Alveolen (Jani et al. 1990; Kim et al. 2008). Die 
Biokinetik der Nanopartikel von Exposition und Aufnahme über Verteilung im Körper sowie 
die Ausscheidung stellten Oberdörster et al. (Oberdorster, Oberdorster und Oberdorster 2005) 
in einem Schema zusammen (Abb. 1-1). Für die Auswirkungen auf den Körper sind dabei die 
Akkumulations- und Eliminationsrate sowie die Ausstattung der Zelle bzw. des Gewebes mit 
Antioxidanzien, Reparatur- und Verteidigungssystemen von entscheidender Bedeutung. Ag-
garwal et al. stellten zudem die These auf, dass die Bindung von Proteinen der Schlüssel zur 
Bioverteilung ist (Aggarwal et al. 2009). 
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Die Aufnahme von (Nano)Partikeln in verschiedene Zelltypen wurde in einer Vielzahl von 
Studien mit diversen Methoden nachgewiesen. Für eine Reihe von NP konnten bei zahlrei-
chen Zellen verschiedene Mechanismen identifiziert werden: Phagozytose (Xu et al. 2009), 
Makropinozytose (Dausend et al. 2008), clathrin- und caveolae-vermittelte, adsorptive sowie 
nichtadsorptive Endozytose (Behrens et al. 2002; Chung et al. 2007; Dausend et al. 2008; 
Rejman et al. 2004) wie auch Diffusion (Geiser et al. 2005). Dabei ist auch die Aufnahme 
ähnlich der biologischen Aktivität abhängig von den chemisch-physikalischen Eigenschaften 
der NP wie Größe, Form, Agglomerisierungsstatus, experimentellem Aufbau und Eigenschaf-
ten der Zelle (Unfried et al. 2007). Abhängig von der Ladung der NP wurde nach der Auf-
nahme eine Lokalisation in bestimmten Zellorganelle demonstriert. Harush-Frenkel et al. 
wiesen z. B. eine Kolokalisation von anionischen Partikeln mit Lysosomen nach (Harush-
Frenkel et al. 2008). 
Blut/ 
Blutgefäße
Luft, Wasser, 
Kleidung
Medizinische 
Anwendungen
Luft Lebensmittel, 
Wasser
Haut
Verdauungs
-trakt
Atemtrakt
Nasal       / Tracheo- / Aveolar
bronchial   
Knochenmark
Muskeln, 
Plazenta u. A.
Niere Milz Herz
Leber
Lymphe
ZNS
PNS
Lymphe
Schweiß/ 
Hauterneuerung
Urin Muttermilch Fäzes
Exposition
Aufnahme
Translokation/
Verteilung
Ausscheidung
Via Neuronen
Deposition Injektion Inhalation
Nahrungs-
aufnahme
Bestätigte Wege Potentielle Wege  
Abbildung 1-1: Biokinetik von synthetischen Nanopartikeln verändert nach Oberdörster et al. 
(Oberdorster, Oberdorster und Oberdorster 2005): 
Die Abbildung zeigt die verschiedenen Aufnahme- bzw. Ausscheidungswege sowie die nachgewiesene und 
potentiell mögliche Verteilung der NP im Körper. Rot gekennzeichnet ist die Translokation der NP ins Gehirn 
über verschiedene Nerven (vor allem über den Riechnerv). 
Neuro- und Gliotoxizität von Nanopartikeln 
Die meisten nanotoxikologischen Daten wurden bisher für die Lunge, mit Augenmerk auf 
Entzündungsreaktionen und Lungenschäden, erhoben. Verhältnismäßig wenige Daten existie-
ren zu neuro- und gliotoxischen Effekten von Nanopartikeln. Verschiedene Berichte belegen 
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aber die Translokation von Nanopartikeln in das Gehirn. Inhalierte sowie injizierte Nanopar-
tikel können systemisch verteilt und neben Organen wie Knochenmark, Leber, Milz, Nieren 
auch im Hirn nachgewiesen werden (Cengelli et al. 2006; De Jong et al. 2008; Takenaka et al. 
2001). Einige Studien dagegen konnten nach Injektion keine NP im Hirn finden (Nishimori et 
al. 2009; Sadauskas et al. 2007). Die systemische Verteilung und die Überwindung der Blut-
Hirn-Schranke von NP spielt auch bei der Entwicklung von NP basierten Pharmakotherapien 
für Hirntumoren und Bilddiagnoseverfahren eine entscheidende Rolle. Große Chancen bieten 
solche Anwendungen von NP im Gehirn (Khalessi, Liu und Apuzzo 2009; Kreuter und 
Gelperina 2008; Pathak et al. 2006; Vu et al. 2005). Einige synthetische NP wie Polymetho-
xypolyethyleneglycol - cyanoacrylate - co - hexadecylcyanoacrylate (PEG-PHDCA) - Nano-
partikel überwinden die Blut-Hirn-Schranke. Kim et al. (Kim et al. 2007) konnten zeigen, 
dass diese Partikel mittels Low-density Lipoprotein Rezeptor (LDLR) vermittelter Endozyto-
se in endotheliale Rattenhirnzellen aufgenommen werden. Weiss et al. berichteten, dass nur 
bei hohen Dosen von PBCA-NP ein Durchtritt durch die Blut-Hirn- und Blut-Retina-
Schranke erfolgt, bei geringeren Dosen kommt es nur zur Aufnahme in endotheliale Zellen 
des Gehirns (Weiss et al. 2008). 
Dieses Überwinden der Blut-Hirn-Schranke, was bisher für speziell maskierte und extrem 
kleine (De Jong et al. 2008) NP gezeigt wurde, ist prinzipiell auch denkbar für andere NP, da 
die Proteinkorona bestimmter NP auch Apolipoproteine (Cedervall et al. 2007; Lundqvist et 
al. 2008) umfasst, die LDL nachahmend an den LDL-Rezeptor der endothelialen Zellen bin-
den und so aufgenommen werden können (Kreuter et al. 2002). Weitere Wege von NP ins 
Gehirn können über die systemische Zirkulation der Phagozyten (Calderon-Garciduenas et al. 
2003; Oberdorster et al. 2004) und über den Transport entlang von Nerven [Bsp. Trigeminus 
für MnCl2 gezeigt (Lewis et al. 2005)] verlaufen. 
Der relevanteste Weg der NP-Aufnahme ins Gehirn scheint der über den Bulbus olfactorius 
und den Riechnerv darzustellen. Erstmals wurde dieser axonale Nanopartikeltransport von de 
Lorenzo 1970 an Totenkopfäffchen beschrieben: 50 nm große Goldpartikel wanderten nach 
intranasaler Instillation anterograd im Axon des Riechnervs. In den 1980ern konnte der 
Transport entlang von Nervenaxonen retrograd sowie ant rograd mit 20-500 nm großen La-
tex- und Polystyrolkügelchen gezeigt werden. Mittlerw ile wurde die Translokation via 
Riechnerv ins Gehirn (über die Ablagerung auf der olfaktorischen Mucosa und der anschlie-
ßenden Aufnahme in die Rezeptorzellen des Riechepithels) für ganz verschiedene NP belegt 
(Elder und Oberdorster 2006; Oberdorster et al. 2004; Oberdörster, Stone und Donaldson 
2007; Peters et al. 2006; Wang et al. 2008).  
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In den letzten Jahren konnte ferner zunehmend nachgewiesen werden, dass ultrafeine Partikel 
die Zellen des Gehirns, vor allem Nerven- und Gliazellen schädigen können. Eine erhöhte 
Expression von NFκB (nuclear factor κB) sowie iNOS (inducible nitric oxide synthase) in 
Endothelzellen, eine Störung der Blut-Hirn Schranke und neurodegenerative Veränderungen 
wurden beispielsweise in den Gehirnen umweltpartikelexponierter Hunde beschrieben 
(Calderon-Garciduenas et al. 2003; Calderon-Garciduenas, Mora-Tiscareno et al. 2008). Ähn-
liches wiesen Calderon-Garciduenas et al. im Gehirn von Kindern und Jugendlichen, die ho-
her Umweltverschmutzung (feine und ultrafeine Partikel n Verbindung mit Ozon) ausgesetzt 
waren, nach. Sie assoziierten die nachgewiesenen Störungen mit kognitiven Defekten sowie 
einem erhöhtem Risiko für Morbus Alzheimer und Parkinson (Calderon-Garciduenas, Mora-
Tiscareno et al. 2008; Calderon-Garciduenas, Solt et al. 2008). Durch eine Exposition mit 
umweltbedingten feinen und ultrafeinen Partikeln konte auch in Gehirnen von Mäusen eine 
erhöhte IL-1ß- und TNFα-Expression beobachtet werden (Campbell et al. 2005). Block et al. 
zeigten, dass ultrafeine Rußpartikel von Dieselabgasen auf Kokulturen von dopaminergen 
Neuronen und Mikroglia, nicht aber auf Neuronen allein toxisch wirkten. Als zugrunde lie-
gender Mechanismus wurde die Phagozytose der Dieselpartikel durch Mikroglia sowie die 
Aktivierung der NADPH-Oxidase und die damit verbunde e Induktion von oxidativem Stress 
vermutet (Block et al. 2004). Sama et al. schilderten die durch Exposition mit Umweltparti-
keln veränderte Genexpression einer Mausmikrogliazel lini . Veränderungen waren bei den 
Signalwegen der Toll-like Rezeptoren, MAP Kinasen, T- und B-Zellrezeptoren, Apoptose 
und verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen festzustellen (Sama et al. 2007). 
Auch für synthetisch hergestellte NP existieren schon einige Daten zu Neuro- und Gliotoxizi-
tät. So berichteten Chen und von Mikecz (Chen und von Mikecz 2005, 2009) von fluoreszie-
renden SiO2-Modell-NP, die im Zellkern von epithelialen und neuronalen Zellen abnormale 
Eiweißansammlungen verursachten. Ähnliche Eiweißansammlungen finden sich auch bei 
einigen neurodegenerativen Erkrankungen. Tin Tin Wi et al. konnten bei Mäusen eine hirn-
regionenspezifische Hochregulation von Zytokinen und Chemokinen nach nasaler Instillation 
von Carbon Black beobachten. Des Weiteren wiesen si erhöhte Neurotransmitterlevel und 
IL-1ß-Expression im Bulbus olfactorius nach. Die Reaktion konnte durch Lipoteichonsäure 
aus der Bakterienwand von Staphylokokkus aureus teilweise verstärkt werden. Diese syner-
gistischen Effekte konnten auch für die Lunge gezeigt werden (Tin Tin Win et al. 2008). 
Auch Quantum Dots (QD) aus CdSe, die als Biolumineszenzmarker eingesetzt werden sollen, 
induzierten in einer humanen Neuroblastoma-Zelllinie erhöhte ROS-Produktion, Apoptose 
via Aktivierung von Caspase 9 und 3, veränderte Proteinexpression (Kinasen, Hsp90), Cy-
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tochrom C-Freisetzung und Mitochondrienschädigung (Chan, Shiao und Lu 2006). Tang et al. 
konnten in Kulturen von primären hippokampalen Rattenneuronen zeigen, dass eine akute 
Applikation von CdSe-QDs zur erhöhten ROS-Produktion führt, die intrazelluläre Kalzium-
homöostase stört und die Funktion von spannungsgesteu rten Natriumkanälen beeinträchtigt 
sowie Zelltod auslösen kann (Tang, Wang et al. 2008; Tang, Xing et al. 2008). 
Für TiO2-NP wurde nachgewiesen, dass sie in Mikrogliazellen akkumulieren, zur ROS-
Produktion beitragen, das Anschwellen von Mitochondrien sowie Membranstörungen verur-
sachen können (Long et al. 2006). Des Weiteren zeigten Wang et al. (Wang et al. 2008) mor-
phologische Veränderungen von Neuronen und erhöhte GFAP-Expression in Astrozyten in 
bestimmten Regionen des Hippokampus nach nasaler Instillation von TiO2-NP in Mäusen. 
Außerdem war ein erhöhter TiO2-Gehalt im gesamten Hippokampus messbar. Weiterhin 
konnte im ganzen Hirn oxidativer Stress über Lipid- und Proteinperoxidation nachgewiesen 
werden. Der Stoffwechsel verschiedener Neurochemikalien war ebenfalls in TiO2-exponierten 
Tieren beeinflusst. Interessant sind die vermehrten Daten zu Beeinträchtigungen des Hippo-
kampus vor allem vor dem Hintergrund, dass der Hippokampus für Gedächtnis und Erinne-
rung verantwortlich ist. Hier und in der Hirnrinde manifestiert sich auch M. Alzheimer. 
Pisanic et al. berichteten von einem reduzierten Neuritenwachstum und geringerer Anzahl 
interzellulärer Verbindungen durch Eisen-NP (Pisanic et al. 2007). Von Zhao et al. wurde 
gezeigt, dass ZnO-NP über die Änderung der Anzahl und Funktion geöffneter Ionenkanäle 
die Erregbarkeit von Neuronen modifizieren können. Z O-NP bewirkten eine Aktivierung 
von Natrium-Kanälen. Eine dadurch verursachte Depolarisation führte zu neuronalen Schä-
den. Na+ Einstrom und K+ Ausstrom wurden dabei als Au löser für neuronale Apoptose 
durch ZnO-NP diskutiert (Zhao et al. 2009).  
All diese Untersuchungen zeigen eine Beeinflussung der Zellen des Gehirns und weisen auf 
mögliche Hirnschäden durch NP hin. Da Nanopartikel für oxidativen Stress sorgen, der auch 
zur Neurodegeneration beitragen kann, stellt sich de Frage, ob eine Exposition mit Nanopar-
tikeln für die Ausbildung neurodegenerativer Erkranku gen förderlich ist. Im Sinne des Ar-
beitsschutzes und der Vielzahl potentieller biomedizinischer Anwendungen ist eine hinlängli-
che Untersuchung der Neuro- und Gliotoxizität für alle Nanopartikel, die in irgendeiner Wei-
se das Gehirn erreichen können, deswegen von großer Bed utung. In der vorliegenden Arbeit 
wurden daher die für die Hartmetallindustrie bedeutsamen WC(-Co)-NP auf ihr toxikologi-
sches Potential in glialen und neuronalen Zellen untersucht.  
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1.3 Wolframcarbid (-Cobalt) 
1.3.1 Technische Bedeutung 
Wolframcarbid (WC) zählt zu den nichtoxidischen Keramiken und ist durch eine extreme 
Härte annähernd so hoch wie die von Diamant charakterisiert. Zusammen mit 6-10% Cobalt 
als Bindephase wird WC zur Produktion von Hartmetall n eingesetzt. Das Hauptanwen-
dungsgebiet dieser Hartmetalle sind Schneide- und Schleifwerkzeuge. Die Abb. 1-2 zeigt die 
unterschiedliche Struktur verschiedener WC(-Co)-Pulver. Partikel im nanoskaligen Bereich 
haben u. a. Bedeutung für die Herstellung neuer extrem abrieb- und verschleißfester Werk-
stoffe, die höheren Temperaturen als Stahl standhalten können. Prinzipiell gilt: Je geringer die 
Primärpartikelgröße ist, desto härter und belastbarer wird der Werkstoff (Yao, Stiglich und 
Sudarshan 2002). Für die Herstellung von Mikrowerkzugen ist die Verwendung von na-
nokristallinen Strukturen außerdem unerlässlich. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1-2: SEM-Aufnahmen von verschiedenen WC-Pulvern: 
Die unterschiedliche Struktur, trotz ähnlicher Partikelgröße von 145-190 nm, beruht auf der Primärpartikelgröße. 
Bei allen Partikeln A) WC 10n (mittlere Primärpartikelgröße 9 nm), B) WC 100 na (56 nm) und C) WC-Co 
DS60 (190 nm) ist die gleiche Vergrößerung dargestellt. Quelle: Tobias Meißner & Roland Holke, Fraunhofer 
IKTS, Dresden 
1.3.2 Toxikologische Daten 
Eine toxikologische Einschätzung ist notwendig, da eine Freisetzung von WC(-Co)-
Nanopartikeln und eine mögliche Exposition prinzipiell n der gesamten Fertigungskette be-
stehen (Day, Virji und Stefaniak 2009; Stefaniak, Virji und Day 2009)  und daher für den Ar-
beitsschutz in den entsprechenden Hartmetallfabriken relevant ist. Neben der Inhalation der 
feinen Stäube kann auch mangelnde Arbeitshygiene und Nichteinhaltung des Rauch-, Ess- 
und Trinkverbots am Arbeitsplatz zu erhöhter Aufnahme der Partikel führen (Osterhage 
2006).  
Da WC-Co bereits in mikrokristalliner Form mit gesundheitlichen Risiken behaftet ist, kommt 
der toxikologischen Bewertung nanokristalliner Partikel besondere Bedeutung zu. WC-Co ist 
von der IARC (International Agency for Research on Cancer) mittlerweile als für den Men-
500 nm A B C 
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schen wahrscheinlich karzinogen (Gruppe 2A) eingestuft worden, basierend auf begrenztem 
Hinweis in Menschen und ausreichendem Nachweis in Tierversuchen (IARC 2006). Es exis-
tiert bereits eine Reihe von Studien, die mit Arbeitern in Hartmetall-Betrieben durchgeführt 
wurden, allerdings mit zum Teil kontroversen Ergebnissen. Einerseits konnten erhöhte Blut- 
und Urinwerte von Wolfram und vor allem Cobalt bei d n Mitarbeitern gefunden werden 
(Osterhage 2006). Die von Goldoni et al. veröffentlich e Studie an italienischen Werksarbei-
tern beschreibt ebenfalls signifikant erhöhte W- und Co-Konzentrationen im Urin und Atem-
kondensat der Beschäftigten nach der Arbeit im Gegensatz zum Arbeitsbeginn. Sie stellten 
zudem eine Korrelation zwischen Markern für oxidativen Stress und W/Co im Atem fest 
(Goldoni et al. 2004). Kraus et al. konnten ebenfalls bei 87 Mitarbeitern einer Hartmetallfab-
rik die Bioverfügbarkeit von elementaren Bestandteilen der Wolfram-Hartmetalle nachweisen 
(Kraus et al. 2001). Verschiedene Studien assoziierten die berufsbedingte Exposition von Ar-
beitern in Cobalt-Hartmetall-Produktionsstätten mit Asthma, Lungenfibrose und Lungen-
krebs. Allgemein wird der fibrotische Zustand der Lunge bei Hartmetallarbeitern als soge-
nannte „Hartmetall-Lunge“ oder „Hartmetall-Krankheit“ bezeichnet (Auchincloss et al. 1992; 
Lison 1996; Moulin et al. 1998; Moriyama et al. 2007). 
Andererseits zeigten einige Studien wiederum keine Korrelation mit gesundheitlichen Prob-
lemen oder gar Lungendefekten bzw. ein sehr seltenes Auftreten der entsprechenden Be-
schwerden. Eine Erklärung dafür versuchten Potolicchio et al., indem sie eine genetische Prä-
disposition für die „Hartmetall-Krankheit“ diskutiert n. Sie konnten eine Assoziation der 
„Hartmetall-Krankheit“ mit einer genetischen Variante des Protein/Peptid-Antigen Rezeptors 
HLA-DP zeigen (Potolicchio et al. 1997). Des Weiteren sind für die Differenzen der Studien 
die unterschiedlichen Fertigungs- und Arbeitsbedingungen der Hartmetallfabriken und die 
zum Teil variierenden Testmethoden mögliche Erklärungsansätze. 
Da die Inhalation der Hauptaufnahmeweg bei beruflicher Exposition ist, konzentrieren sich 
die meisten toxikologischen Studien vor allem auf Lngenzellen. Bisherige toxikologische 
Studien zeigen außerdem fast ausschließlich Ergebnisse mit mikroskaligem WC/WC-Co. Es 
finden sich kaum toxikologische Daten zur Neuro- und Gliotoxizität und zu nanoskaligem 
WC. Die Tab. 1-1 vermittelt einen kurzen Einblick in bisher veröffentlichte experimentelle 
Daten. Zusammenfassend zeigt sich eine erhöhte Toxizität von WC-Co meist nur, wenn beide 
Komponenten WC und Co zusammen treffen. 
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abelle 1-1: Ü
bersicht über experim
entelle W
C
(-C
o)-D
aten:  
Quelle 
(Lison und 
Lauwerys 
1990) 
(Lasfargues et 
al. 1992) 
(Lison und 
Lauwerys 
1992) 
(Lison et al. 
1995) 
(Van Goethem, 
Lison und Kirsch-
Volders 1997) 
(Roesems et 
al. 1997) 
(De Boeck, Lison 
und Kirsch-
Volders 1998) 
(Roesems et 
al. 2000) 
(Antonini et 
al. 2000) 
(Hoet et al. 
2002) 
Protektion 
durch 
 
 
 
BHT (Lipidper-
oxidationsinhibi-
tor) 
 
 
 
Lactalbumin, 
EDTA 
 
Katalase 
Cobalt an Toxizität beteiligt (Effekt) 
(Soweit nicht anders erwähnt, handelt es sich um 
mikroskalige Partikel) 
WC-Co toxischer als WC und Co allein 
WC-Co toxischer als WC und Co allein 
WC-Co toxischer als Co und CoCl2 
durch WC-Co mehr ROS als durch WC und Co 
allein 
WC-Co toxischer als Co allein, keine Effekte 
durch WC 
WC-Co toxischer als WC und Co allein (alveola-
ren Rattenmakrophagen) 
stärkere Effekte (Comet-Assay) durch WC-Co als 
durch Co und WC allein 
WC-Co nur bedingt toxischer als Co und CoCl2, 
kein Kontakt nötig zwischen Zellen und Partikeln, 
Co-Ionen an Toxizität beteiligt 
ähnlich geringe Effekte von WC und WC-Co 
ähnlich starke Effekte von WC-Co und Co 
Modell/Zellen 
Murine Makrophagen 
Instillation weiblicher Ratten 
Murine Makrophagen mit/ohne 
Kontakt zu Partikeln 
Zellfreies biochemisches System 
sowie murine Makrophagen 
Humane Leukozyten 
Alveolare Makrophagen der Ratte 
und alveolare Typ II (AT-II) Zel-
len von Mensch und Ratte   
Humane Lymphozyten verschie-
dener Spender  
Alveolare Makrophagen und AT-
II Zellen der Ratte 
Lungenepithelzellen der Ratte 
(Zelllinie L2) 
AT-II Zellen der Ratte 
(Toxische) Wirkung 
Vakuolenbildung, Zelllyse 
Akute Lungenreaktion 
Zelllyse bei direktem Kontakt von Zellen 
und Partikeln 
ROS-Produktion 
DNA-Schädigung und Auftreten von 
Mikrokernen (Hinweis auf Gentoxizität) 
Zelllyse 
DNA-Schädigung 
Einfluss auf Zellvitalität bei direktem und 
indirektem Kontakt von Partikeln und 
Zellen 
Störung der F-Aktin-Organisation 
Aktivierung des Pentosephosphatweg 
(Hinweis auf oxidativen Stress) 
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abelle 1-1: F
ortführung 
(De Boeck et al. 
2003) 
(De Boeck, Kirsch-
Volders und Lison 
2003))  
(Lombaert et al. 
2004) 
(Koga et al. 2006) 
(Moriyama et al. 
2007) 
(Gries und 
J.Prakash 2007) 
(Lombaert et al. 
2008) 
(Fenoglio et al. 
2008) 
(Bastian et al. 
2009) 
(Lanone et al. 
2009) 
(Ding et al. 2009) 
(Zhang et al. 2010) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
N-acteyl-
cystein (An-
tioxidanz) 
Katalase 
vermehrte Mikrokerne bei AT-II Zellen (nur 
WC-Co untersucht) 
vermehrte Mikrokerne durch Co in Verbin-
dung mit WC gegenüber Co allein (aber 
auch von Co zusammen mit anderen Metall-
carbiden) 
additive Effekte von Co und WC 
nur WC und Co allein getestet, Co toxisch 
Nachweis von W und teilweise Co in Lun-
genläsionen 
Co in Verbindung mit WC toxischer als Fe 
oder Ni mit WC 
nur WC-Co untersucht 
stärkere Effekte durch WC-Co als durch 
WC und Co allein 
nanoskaliges WC-Co toxischer als na-
noskaliges WC und CoCl2 allein 
nur nanoskaliges WC als nicht toxisch 
getestet 
 "Nanoeffekt" für WC-Co nachgewiesen 
(nur WC-Co untersucht) 
nur nanoskaliges WC-Co untersucht 
Intratracheale Instillation bei Ratten  
(Untersuchung der AT-II Zellen und 
peripherer Blutmonozyten (PBMC)) 
Humane PBMC 
Humane PBMC 
Humane Neuroblastomazellen und 
Chondrozyten 
Lungengewebe erkrankter Hartmetall-
arbeiter 
Inhalation durch Ratten 
Humane PBMC 
Zellfreies biochemisches System 
Verschiedene humane Epithel-
Zelllinien: CaCo2 (Darm), HaCaT 
(Haut), A549 (Lunge) 
Humane alveolare Epithelzellen (A549) 
und Makrophagen (THP-1) 
Murine tumorpromotor-sensitive epi-
dermale Zellen (JB6 P+), Vergleich 
mikro- und nanoskaliger Partikel 
Murine epidermale Zelllinie (JB6) 
Auftreten von Mikrokernen 
DNA-Schädigung und Auftreten von 
Mikrokernen  
Induktion der Apoptose (über Aktivie-
rung der Caspase 9) 
Einfluss auf Zellvitalität und Überle-
bensrate 
Auftreten von Entzündungsmarkern 
verbunden mit W- und Co-Detektion 
Mortalität 
Veränderung der Genexpression apopto-
tischer und stressresponsiver Signalwe-
ge 
Oxidation von Thiolen als Verstärkung 
des oxidativen Stresses 
Einfluss auf Zellvitalität 
Einfluss auf Zellvitalität  
Einfluss auf Vitalität, Aktivierung von 
Transkriptionsfaktoren und MAPKina-
sen 
Aktivierung und Translokation eines 
redoxsensitiven Transkriptionsfaktors 
als Hinweis auf oxidativen Stress 
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1.4 Zelltypen des Gehirns und ihr Beitrag zu neurodegenerativen Verän-
derungen 
Das Gehirn beinhaltet verschiedene Zelltypen. Das neurale Gewebe besteht zu 10% aus Neu-
ronen und 90% Gliazellen. Letztere setzen sich im ZNS aus 85-90% Makroglia und 10-15% 
Mikroglia zusammen. Zu den Makroglia gehören die Astrozyten (80%), Oligodendrozyten 
(~5%) und die ependymalen Zellen (~5%) als sekretorische epitheliale Zellen, die an der 
Auskleidung der Hirnventrikel und an der Produktion sowie dem Transport der Zerebrospi-
nalflüssigkeit beteiligt sind. Der grundlegende Unterschied zwischen Neuronen und Gliazel-
len ist ihre elektrische Erregbarkeit: Gliazellen können an ihrer Membran kein Aktionspoten-
tial generieren. Des Weiteren besteht das Gehirn aus Blutgefäßen mit Endothelzellen und Pe-
rizyten. Um den Stoffaustausch ins Gehirn zu kontrollie en, gibt es verschiedene Barrieren: 
Blut-Hirn-Schranke, Blut-Liquor-Schranke und Blut-Retina-Schranke. Diese verhindern, dass 
bestimmte Schadstoffe und Krankheitserreger ebenso wie Medikamente ins Gehirn gelangen 
können (Verkhratsky und Butt 2007). 
1.4.1 Neuronen 
Neuronen bilden ein weit verzweigtes Netz und sind für die eigentliche Signalverarbeitung 
einschließlich -empfang und Erregungsweiterleitung verantwortlich. Da der Energiestoff-
wechsel für Neuronen aufgrund ihrer Funktion von entscheidender Bedeutung ist, spielen 
ROS und oxidativer Stress, z. B. als Auslöser einer gestörten Ca2+-Homöostase, eine große 
Rolle bei der Entstehung neurodegenerativer Verändeu g n (Candel, Schwartz und Jessell 
1995; Mattson 2007). Ca2+ ist bei vielen Prozessen wie der Steuerung der präsynaptischen 
Transmitterfreisetzung von Neuronen bis hin zur Gedächtnisbildung beteiligt. Ermöglicht 
wird diese Ca2+-Signalbildung durch eine streng geregelte Verteilung der Ionen intrazellulär 
(Zytosol: 50-100 nM, Endoplasmatisches Retikulum als Ca2+-speicher: 0,2-1 mM) und extra-
zellulär (1,5-2 mM). Dabei kommt es durch Ca2+-Kanäle zu einem Ca2+-Einstrom ins Zytosol, 
während Ca2+-Transporter einen Ca2+-Austritt aus dem Zytosol bewirken. Verschiedene Ca2+-
bindende Proteine wie Calbindin tragen außerdem zur zytoplasmatischen Pufferkapazität bei 
(Verkhratsky und Butt 2007). Bei oxidativem Stress werden Proteine und Lipide oxidiert, u. 
a. auch die Ca2+-Transporter und -Kanäle, was veränderte Ca2+-Konzentrationen zur Folge 
haben kann. Kommt es zu einem gesteigerten oder lang andauernden Ca2+-Einstrom in die 
Zelle, wie beispielsweise auch durch pathologische Glutamatfreisetzung während eines 
Schlaganfalls, kann dies apoptotische und nekrotische Signalwege aktivieren und zum Zelltod 
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führen. Diesen Vorgang bezeichnet man als Exzitotoxizität (Verkhratsky und Butt 2007). 
Veränderte intrazelluläre Ca2+-Level sind auch bei der Neurodegeneration von Bedeutung. 
Die neurodegenerativen Krankheiten umfassen eine Gruppe von erblich oder spontan auftre-
tenden Erkrankungen des Nervensystems, die durch eine Dysfunktion sowie dem Untergang 
von Nervenzellen gekennzeichnet sind. Dazu zählen u. a. Morbus Alzheimer, Morbus Parkin-
son, Chorea Huntington, Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und Multiple Sklerose. Bei vie-
len dieser Erkrankungen sind fehlerhafte Eiweißablagerungen entweder extra- (M. Alzheimer) 
oder intrazellulär (M. Parkinson, C. Huntington und ALS) von Bedeutung (Meredith 2005). 
Bei M. Alzheimer beispielsweise führen die aggregierten Amyloid ß Peptide zur Erhöhung 
der intrazellulären Ca2+-Konzentration und damit zu einer Beeinträchtigung der Neuronen 
(Mattson 2007; Xie 2004).  
Das Problem der Neurodegeneration für den Organismus ist das stark eingeschränkte Regene-
rationspotential des alternden Gehirns, da die meisten Neuronen nicht mehr in der Lage zur 
Zellteilung sind. Daher sind viele Schädigungen des G hirns irreversibel.  
1.4.2 Oligodendrozyten 
Die Hauptaufgabe der Oligodendrozyten (OL) im ZNS ist die Bildung von Myelin. Ihre Zell-
fortsätze, die die Markscheiden aus Myelin ausbilden, umspannen die Axone der Neuronen, 
isolieren sie und ermöglichen somit die hohe Geschwindigkeit der saltatorischen Signalwei-
terleitung. Für die Myelinexpression ist eine kalziumvermittelte Signalgebung u. a. über die 
Unterstützung der aktivierten Proteinkinase C mit von Bedeutung (Asotra und Macklin 1993; 
Soliven 2001). Die Myelinisierung scheint auch für den normalen axonalen Transport nötig 
zu sein. Offensichtlich spielen OL außerdem beim Schutz und der Aufrechterhaltung der  
Axone bzw. Neuronen eine wichtige Rolle, zum Beispiel durch die Expression und Sekretion 
von neurotrophischen Faktoren. Zudem beeinflussen sie die strukturellen und leitenden Ei-
genschaften von Axonen, indem sie den Durchmesser der Axone regulieren und zur Anord-
nung bzw. Zusammenlagerung von Kaliumkanälen beitragen, was für die saltatorische Sig-
nalweiterleitung bedeutend ist (Barres 2008; McTigue und Tripathi 2008). Der Verlust bzw. 
Tod von OL sowie deren Vorläuferzellen ist Kennzeich n vieler Verletzungen und Erkran-
kungen des Gehirns, das bekannteste Krankheitsbild i t hier Multiple Sklerose. Eine der größ-
ten Ursachen für OL-Zelltod ist oxidativer Stress. Sie sind metabolisch hoch aktiv, da gerade 
während der Myelinbildung ein hoher Sauerstoffverbrauch für die nötige hohe ATP-
Produktion vorherrscht. Dabei entstehen auch vermehrt ROS. Außerdem sind OL die Zellen 
mit dem größten Eisenspeicher im Gehirn; Eisen wird benötigt für die energieproduzierenden 
und myelinbildenden Enzyme. Eisenablagerungen spielen aber auch bei der Entstehung von 
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neurodegenerativen Krankheiten eine große Rolle (Dwyer et al. 2009; Gregory, Polster und 
Hayflick 2009; Roberts et al. 2009; Uttara et al. 2009; Verkhratsky und Butt 2007).  
Von OL-Vorläuferzellen ist mittlerweile bekannt, dass sie ganz andere wichtige Funktionen 
als die Myelinbildung erfüllen, z. B. tragen sie zur Entwicklung und zum Überleben von Neu-
ronen sowie zur Neurotransmission und synaptischen Funktionalität bei (Deng und Poretz 
2003). Die Zelllinie OLN-93, die in dieser Arbeit verwendet wurde, repräsentiert Oligo-
dendrozyten (OL) -Vorläuferzellen zwischen dem pre-OL und dem ausgereiften OL-Zustand. 
1.4.3 Astrozyten 
Bei den Astrozyten handelt es sich um die am häufigsten vorkommenden Gliazellen mit der 
größten Diversität. Sie sind durch ihre vielen Fortsätze und die Intermediärfilamente des Zy-
toskeletts, hauptsächlich GFAP und Vimentin, gekennz ichnet.  
Astrozyten erfüllen eine Vielzahl wichtiger Funktionen im Gehirn: Während der Entwicklung 
regulieren sie die Neuro- und Gliogenese sowie die Entstehung, Funktion und Empfindlich-
keit der Synapsen. Sie unterstützen zudem Oligodendrozyten bei der Markscheidenbildung 
(Barres 2008). Mittlerweile ist auch ihre Rolle als Neurogenese-Stammzellen selbst bei Er-
wachsenen bekannt (Verkhratsky und Butt 2007). 
Astrozyten gestalten das Gerüst des ZNS, indem sie ein Syncytium bilden und andere neurale 
Zellen darin einbetten. Außerdem sind sie an der Bildung und Regulation der Blut-Hirn-
Schranke beteiligt (Grenzfläche zu Blutgefäßen) undsorgen für eine geregelte Mikrozirkula-
tion des Blutstroms im Gehirn. Sie dienen als Energielieferanten für Neuronen, sammeln Ab-
fallstoffe dieser und regulieren die extrazelluläre Ionenkonzentration, z. B. sind sie für die 
Aufrechterhaltung des Kaliumhaushalts verantwortlich. Zudem kontrollieren sie die Level an 
Neurotransmittern und sorgen für deren Abbau. Über längere Distanzen kommunizieren 
Astrozyten über Kalziumwellen, initiiert durch verschiedene Neurotransmitter-Rezeptoren in 
ihrer Plasmamembran. Astrozyten besitzen fast alle bekannten Neurotransmitter-Rezeptoren 
und Ionenkanäle. Damit können sie die Aktivität derb nachbarten Neuronen detektieren. Das 
ermöglicht die Kommunikation zwischen Astrozyten und Neuronen. Diese Kommunikation 
verläuft in beide Richtungen, d. h. auch Astrozyten kö nen Neurotransmitter wie D-Serin und 
ATP sowie andere neuroaktive und -trophische Substanzen sekretieren (Barres 2008; Stevens 
2008; Verkhratsky und Butt 2007). Da Astroyzyten auch einige Zytokine exprimieren, spielen 
sie zudem in der Immunabwehr eine Rolle (Stevens 2008). Auch durch ihre Antigenpräsenta-
tion tragen sie zum Schutz vor Infektionen bei. Des Weiteren bieten sie durch die Bildung der 
Glianarbe (Reaktive Astrogliose) einen gewissen Schutz bzw. eine Begrenzung bei Verlet-
zungen. Andererseits verhindern diese reaktiven Astrozy en aber auch chemisch und physika-
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lisch eine Regeneration der Neuronen und eine Wiederausdehnung der Axone (Stevens 2008; 
Verkhratsky und Butt 2007).  
1.4.4 Mikroglia 
Mikroglia sind die eigentlichen Immunzellen des Gehirns (Verkhratsky und Butt 2007). Ent-
zündungsabwehr und Phagozytose von geschädigtem oder nicht mehr benötigtem Gewebe 
während der Entwicklung sowie im adulten Alter zählen zu den Aufgaben der Mikroglia. Sie 
sind mit einer Reihe von Rezeptoren und immunologischen Erkennungsmechanismen ausges-
tattet, so dass sie bei Schädigungen des Gehirns oder Än erungen des Milieus sofort reagieren 
können. Bei dieser Aktivierung verlieren Mikroglia ihre langen Fortsätze und verändern sich 
zu „amöboiden“ und anschließend zu phagozytierenden Zellen (Barres 2008; Verkhratsky und 
Butt 2007). Im aktivierten Zustand sekretieren Mikroglia viele (proinflammatorische) Zytoki-
ne. Diese können die Integrität der Blut-Hirn-Schranke verringern und beeinflussen die neu-
ronale Aktivität. Wie auch die Astrogliose kann die R aktion der Mikroglia also entweder 
Schutz vor größeren Schäden bieten oder pathologische Zustände verstärken (Barres 2008).  
1.4.5 Endothelzellen und Perizyten des Gehirns 
Neben den Astrozyten sind an der Blut-Hirn-Schranke maßgeblich Endothelzellen und Peri-
zyten beteiligt (Abb-. 1-3). Endothelzellen (braun) kleiden die Blutgefäße innen aus und Peri-
zyten (grün) sitzen ihnen meist bei Endothelzellverbindungen außen auf, dazwischen befindet 
sich die Basalmembran (gelb). Die Blut-Hirn-Schranke ist eine Kombination aus Tight Junc-
tions zwischen den Endothelzellen, einer geringen Endozytoserate der Endothelzellen (passi-
ve Mechanismen) und einer Vielzahl verschiedener Transporter (aktiver Mechanismus). Die 
Blut-Hirn-Schranke stellt außerdem eine metabolische bzw. enzymatische Barriere dar. Einige 
Moleküle, die eine Gefahr für das Gehirn oder die Blut-Hirn-Schranke an sich darstellen, 
werden schon durch eine Vielzahl von (Ekto-)Enzymen in bzw. an den Endothelzellen umge-
setzt und erreichen so das Gehirn nicht (Zlokovic 2008). 
 
 
Abbildung 1-3: Aufbau der neurovaskulären 
Einheit bzw. der Blut-Hirn-Schranke: bestehend 
aus Astrozyten, Perizyten und Endothelzellen, an 
Kontaktstellen kommunizieren Perizyten direkt mit 
Endothelzellen (nach Zlokovic 2008) 
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Oftmals ist die Blut-Hirn-Schranke im Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen betroffen, 
teilweise durch die erhöhte Expression an Matrix-Metalloproteasen (Rosenberg 2009). 
1.5 Zielstellung der Arbeit 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Neuro- und Gliotoxizität von nanoskaligem WC und WC-
Co untersucht werden. Dafür musste das Anlegen von Primärkulturen von Neuronen, Astro-
zyten und Mikroglia der Ratte und eine definierte Exposition dieser mit Nanopartikeln etab-
liert werden. Um die Wirkung von NP auf Oligodendrozyten zu untersuchen, wurde außer-
dem eine Oligodendrozytenvorläuferzelllinie (OLN-93) als Modell verwendet. Im ersten 
Schritt musste der Nachweis erbracht werden, dass die Nanopartikel von den Zellen aufge-
nommen werden bzw. dass sie in den Zellen identifiziert werden können. Im Anschluss daran 
sollte die akute Zytotoxizität der Nanopartikel getestet werden. Ein weiteres Ziel der Arbeit 
bestand in einer ersten Betrachtung der zugrunde lieg nden Mechanismen der toxischen Ef-
fekte, indem physiologische Kalziumreaktionen und eine Veränderung der Genexpression 
überprüft wurden. Da die experimentelle Arbeit mit Primärkulturen einige Besonderheiten 
bzw. Schwierigkeiten mit sich bringt, wurden die OLN-93 Zellen bei einer Reihe von Versu-
chen bevorzugt eingesetzt.   
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2 Methoden und Material 
2.1 Verwendete Partikel - Materialcharakterisierung von WC(-Co) 
Die WC-(Co)-Suspensionen wurden vom Fraunhofer Institut für Keramische Technologien 
und Systeme (IKTS) in Dresden produziert und zur Vefügung gestellt. WC 100na wurde 
über Carbothermische Reduktion und Aufkohlung von WO3 (WO3 + 4 C → WC + 3 CO) mit 
dem Ergebnis von 100 nm großen Kristalliten hergestellt. Nach der Synthese folgte ein 
Deagglomerisationsschritt in einer Hartmetall-Kugelmühle für 144 h allein oder mit 10% (wt) 
Cobaltpulver für WC-Co-Partikel (Bastian et al. 2009; Meißner, Potthoff und Richter 2009; 
Meißner, Potthoff und Richter 2009). Aufgrund des Abriebs der Mahlkugeln erhöhte sich der 
Cobaltgehalt bei beiden Pulvern um höchstens 0,05 wt% ährend des Mahlprozesses. Die 
Reinheit der Pulver wurde mittels Massenspektrometrie analysiert. Die höchsten Fremdstoff-
konzentrationen traten für Ca (14*10-4 wt%), Ti (10*10-4 wt%), Fe (14*10-4 wt%) und Mo  
(9,9*10-4 wt%) auf. Das WC 10n-Pulver wurde in einem Plasmareaktor ausgehend von gröbe-
rem WC-Pulver produziert. 
Die Partikel wurden in entionisiertem Wasser ohne od r mit 0,01% (wt/v) Graham`s Salz 
(Natriumhexametaphosphat-NHMP) dispergiert, wodurch sich eine elektrostatisch stabile 
Suspension ergab. Graham`s Salz war bei WC 10n- und WC-Co-Suspensionen für die elekt-
rostatische Stabilisation notwendig. Diese Suspensionen wurden direkt mittels Sonotrode 
dispergiert, um eine Deagglomeration zu ermöglichen. Die Konzentration der Suspensionen 
betrug 300 bzw. 330 µg/ml für WC-Co. Nach der Herstellung der Partikelsuspensionen er-
folgte die Messung der mittleren Partikelgröße und des Zeta-Potentials. Die Größenverteilung 
wurde durch die dynamische Lichtstreuung (mittlere Partikelgröße xDLS bestimmt nach der 
Kumulantenmethode, PDI als Maß für die Breite der Vteilung) und die spezifische Oberflä-
che durch die BET-Methode (Brunauer-Emmett-Teller) analysiert (Tab. 2-1). 
 Tabelle 2-1: Physikalische Eigenschaften der Partikel 
Partikel 
Dichte 
[g/cm³] 
BET 
[m²/g]a 
dBET 
[nm] b 
XDLS 
[nm] c 
Zeta-Potential 
[mV] 
Löslichkeiten 
WC 10n (W2C 
+ 5% Ruß) 
15,7 43,2 9 115 -45 * W: 26% 
WC 100na 
(WC) 
15,7 6,9 56 145 -35 W: 7% 
WC-Co 14,6 6,6 62 145 -50 * 
Co: 30% 
W: 15% 
aSpezifische Oberfläche, bPrimärpartikelgröße, cmittlere Partikelgröße, *Suspension wurde mit Graham´s Salz 
als Dispergierhilfe hergestellt, der Polydispersität ndex beträgt für alle Suspensionen annähernd 0,2 
2 MATERIAL UND METHODEN 
22  
Im Vergleich zur Primärpartikelgröße ist die mittlere Partikelgröße nach Dispergierung bei 
allen Pulvern größer, da in der Suspension größtenteils Aggregate vorliegen. Als Aggregate 
bezeichnet man einen Verband aus Atomen bzw. Molekülen, die meist durch Van-der-Waals- 
Kräfte zusammengehalten werden. Die spezifische Oberfläche wird mit abnehmendem Pri-
märpartikeldurchmesser größer und steigert somit die Reaktivität der Partikeloberfläche. Dies 
lässt sich dadurch erklären, dass sich bei kleineren Partikeln mehr Atome auf der Außenseite 
befinden, kleinere Partikel eine geringere Anzahl an atomaren Nachbarn haben und daher 
über ungesättigte Bindungen verfügen, die zu einer erhöhten Reaktivität führen. Daher liegen 
Primärpartikel in stark aggregierter Form vor. 
Die Suspensionen wurden im relevanten Zellkulturmedium charakterisiert. Die Partikel ag-
glomerierten schnell in physiologischem Medium, durch FBS wurden die kleinsten disper-
gierbaren Einheiten stabilisiert. Unter Agglomeration versteht man die reversible Verklum-
pung der Nanopartikel. 
Nach der Dispergierung der Partikel wurden die Suspen ionen autoklaviert. Die Suspensionen 
sind danach 3 - 4 Wochen stabil. Vor dem Gebrauch wurde die Partikelsuspension mit Hilfe 
eines Ultraschallgerätes behandelt (30 min) und kräftig gevortext, um die Aggrega-
te/Agglomerate aufzubrechen und somit eine möglichst homogene Dispersion zu erhalten. 
2.2 Zellkultur  
2.2.1 Die OLN-93 Zelllinie 
Die OLN-93 Zellen wurden von der Abteilung Neonatalogie der Charité Berlin bereitgestellt. 
Diese Zelllinie stammt von spontan transformierten Z llen, isoliert aus dem Gehirn von Rat-
ten (Richter-Landsberg und Heinrich 1996). Bezüglich ihrer Morphologie und Antigenaus-
stattung entsprechen sie 5-10 Tage alten (postnatal) kultivierten Ratten-OL. 
Die OLN-93 Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 10% föta-
lem Kälberserum (FKS), 4 mM L-Glutamin und 1% Antibiotika/Antimykotika kultiviert. Die 
Inkubation erfolgte bei 37°C, 5% CO2-Gehalt und 95% relativer Luftfeuchtigkeit. Die Zellen 
wachsen adhärent und bilden ein Monolayer mit einer ungefähren Verdopplungszeit von 16 
bis 18 Stunden. 
Passagieren von OLN-93 Zellen 
Bei 95%iger Konfluenz der Zellen wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 1 x PBS 
ohne Ca2+/ Mg2+ gewaschen. Anschließend erfolgte die Zugabe von 1 x Trypsin/EDTA, um 
die Zellen abzulösen. Nach 3-4 min wurde Medium hinzugegeben, um die Reaktion abzu-
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stoppen und die Zellen abgespült. Die Zellen wurden in ein 15 ml Falcon-Röhrchen überführt 
und zentrifugiert (1100xg, 8 min). Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in fri-
schem Medium aufgenommen, resuspendiert und auf Kulturflaschen verteilt. Für die Experi-
mente mit Nanopartikeln wurden OLN-93 Zellen der Passage 10-20 verwendet.  
Kryokonservierung von OLN-93 Zellen 
Konfluente OLN-93 Zellen wurden nach dem Waschen und Trypsinieren durch Zentrifugati-
on pelletiert und in 1,5 ml Kryomedium (natives DME unter Zusatz von 10% DMSO) re-
suspendiert. Diese Suspension wurde sofort in einem Kryogefäss bei  
-80°C gelagert. Zur Langzeitlagerung wurde die Zellsuspension in Flüssig-Stickstoff einge-
froren. Zum Auftauen wurden die Zellen in vorgewärmtes Medium in einem Falcon-
Röhrchen aufgenommen, bei 1100xg für 8 min zentrifugiert und anschließend in Zellkultur-
flaschen inkubiert. 
2.2.2 Isolieren der Zell-Primärkulturen 
Kultur primärer Astrozyten und Mikrogliazellen aus der Ratte 
Primäre Astrozyten wurden nach der Methode von Giulian und Baker mit Modifikationen  
unter sterilen Bedingungen angelegt (Giulian und Baker 1986; Nolte et al. 1996). Dazu wur-
den drei Tage alte Wistar-Ratten durch Dekapitieren g tötet. Nach Entfernen der Kopfhaut 
wurde der hinterste Teil des Schädels (Kleinhirn mit Ansatz des Rückenmarks) abgetrennt, 
mit einem Schnitt die Schädeldecke geöffnet, der Kortex präpariert und in eiskaltes PBS über-
führt. Nach Entfernung der Hirnhäute und Blutgefäße wurden die Kortexhälften zweimal mit 
HBSS gewaschen und für 5-8 min in HBSS mit 1% Trypsin und 0,05% DNAse inkubiert. 
Nach erneutem zweimaligem Waschen mit HBSS erfolgte mi  einer Pipette die Dissoziation 
des Gewebes in DMEM/F-12 und anschließend die Zentrifugation bei 1100xg für 10 min. Das 
Pellet wurde in DMEM/F-12 mit 10% FKS, 1% Antibiotikum/Antimykotikum und 4 mM L-
Glutamin (Komplettmedium) aufgenommen und auf Zellkulturflaschen verteilt. Nach einem 
Tag wurden die Kulturen zweimal mit PBS gewaschen. Alle drei Tage erfolgte ein Medium-
wechsel. Nach neun bis zwölf Tagen bildeten die Astrozyten einen konfluenten Zellrasen, auf 
dem sich Mikrogliazellen und Oligodendrozyten befande . Konfluente primäre Astrozyten 
besaßen lichtmikroskopisch eine spindelförmige Gestalt. Die Mikrogliazellen konnten durch 
leichtes Abschütteln der Kulturflasche auf einem Schüttler von den Astrozyten abgelöst wer-
den. Dieser Überstand wurde bei 1100xg für 8 min zetrifugiert und die resuspendierten 
Mikrogliazellen anschließend für 5 min in einer Zellku turflasche inkubiert, abgespült und in 
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einer Dichte von 2x105 Zellen pro ml auf Poly-L-Lysin (PLL) beschichteten Platten in 
DMEM/F-12 ausgesät. Die Astrozyten wurden nach dem Abschütteln der Mikrogliazellen mit 
Trypsin/EDTA abgelöst und zentrifugiert (1100xg, 8 min). Astrozyten wurden in einer Dichte 
von 5x104 Zellen/ml in Zellkulturplatten ausgesät. 
Die Charakterisierung der Zellen erfolgte durch Nachweis zelltypspezifischer Proteine mittels 
Immunfluoreszenz (siehe Abschnitt 2.9.1).  
Kultur primärer Rattenneuronen  
Die Präparation embryonaler Rattenneuronen wurde wie folgt etabliert (Rzeski et al. 2004): 
Bei einem Embryonen-Alter von 18 Tagen wurden das Weibchen durch ein Gemisch aus CO2 
und O2 getötet und die Embryonen unter sterilen Bedingungen in kaltem PBS aus dem Uterus 
freipräpariert. Die Embryonen (n = 10-15) der einzel en Muttertiere wurden gepoolt. Nach 
der Isolation wurde der Kopf der Embryonen abgetrennt und in kaltes HBSS überführt. An-
schließend wurden die Gehirne freigelegt, in eiskaltes HBSS mit 33 mM Glukose gebracht 
und die Hirnhäute vollständig entfernt. Zum Anlegen der Neuronenkultur wurden nur die bei-
den Großhirnhälften verwendet. Diese wurden mit einer Pinzette zerkleinert und für 30 min 
bei 37°C in einer 1x Trypsin/EDTA-Lösung inkubiert, wobei pro Embryo 1 ml 1x 
Trypsin/EDTA-Lösung eingesetzt wurde. Nach der Inkubation wurden pro Embryo 100 µl 
FKS und 10 µl DNase (10 ng/µl) zugegeben, die Zellen durch mehrfaches Auf- und Abpipet-
tieren vereinzelt, durch ein Nylon-Zellsieb mit einr Porengröße von 100 µm gegeben, um 
größere Gewebestücke zu entfernen und anschließend bei 800xg für 10 min abzentrifugiert. 
Das Zellpellet wurde in 1 ml Neurobasalmedium mit 0,5 mM L-Glutamin, 2% B27 Supple-
ment und 1% Antibiotika/Antimykotika resuspendiert und die Zellzahl mit Hilfe der Zellzähl-
kammer nach Neubauer bestimmt. Da sich Neuronen in der Kultur nicht mehr teilen und sich 
somit nicht passagieren lassen, wurden die Zellen direkt für die jeweiligen Versuche in der 
entsprechenden Zellzahl ausgesät. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 5x105 Zellen/ml in 
PLL beschichtete 6-Well- oder 96-Well-Platten überfüh t. Alle zwei Tage wurde das Volu-
men an Kulturmedium halbiert und mit frischem Medium wieder ergänzt. Neuronen können 
ca. 14 Tage in Kultur gehalten werden. Der neuronale Phänotyp der Kulturen wurde mit einer 
Antikörperfärbung des neuronenspezifischen beta-III Tubulins nachgewiesen (siehe Abschnitt 
2.9.1). 
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2.2.3 Vorbereitung und Durchführung von Expositionsexperimenten 
PLL-Beschichtung der Zellkulturplatten 
Für die Kultur von primären Mikroglia und Neuronen aus Rattengehirnen wurden Chambers-
lides und 24-Well-Platten mit PLL - Lösung mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml 30 Minu-
ten bei 37°C beschichtet und anschließend zweimal mit PBS gewaschen. Alle anderen ver-
wendeten Zellkulturgefäße waren kommerziell mit PLL-Beschichtung erhältlich. 
Behandlung der Zellen 
Die Exposition der Zellen mit Nanopartikel-Suspensio en fand in Komplettmedium statt. Alle 
Suspensionen wurden so verabreicht, dass der Wasser- bzw. Dispergiermittelanteil maximal 
10% des Kulturmediums betrug. Als Negativkontrolle (=Kontrollbehandlung) dienten Wasser 
oder 0,033% NHMP. Es wurden für jeden Versuch, sofern nicht anders vermerkt, mindestens 
drei voneinander unabhängige Experimente durchgeführt.   
2.3 Nachweis der Partikel in und an Zellen 
2.3.1 Probenvorbereitung für elektronenmikroskopische Untersuchungen  
Um Nanopartikel eindeutig in Zellen zu identifizieren, erfolgten elektronenmikroskopische 
Untersuchungen. Dazu wurden die Zellen auf sterilen Plastik-Plättchen ausgesät und am fol-
genden Tag mit Nanopartikeln behandelt. Nach der 72-stündigen Inkubationszeit wurden die 
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 2% (v/v) Glutaraldehyd bei RT fixiert. Nach 
einer Stunde wurde die Fixierlösung ausgewechselt und die Proben bei 4°C gelagert. Die wei-
tere Probenpräparation, eine Elementanalyse mittels Energiedispersiver Röntgenanalyse 
(EDX) sowie die Rasterelektronenmikroskopie wurden vo Herrn Dr. Springer (Max Berg-
mann Zentrum für Biomaterialien (MBZ, TU Dresden) durchgeführt. 
2.3.2 Quantifizierung der Partikelaufnahme bzw. –anhaftung unter dem Ein-
fluss von Cytochalasin D 
Um die Partikelaufnahme in die Zellen zu quantifizieren, wurde die Granularität der Zellen im 
Durchflusszytometer analysiert. Dazu erfolgte die Aussaat der OLN-93 Zellen mit einer Dich-
te von 1x105 Zellen pro ml in einer 24-Well-Zellkulturplatte. Nach einem Tag wurden die 
Zellen für 24 h bzw. nach zwei Tagen für ein bis drei Stunden mit den Partikeln inkubiert. Die 
primären Astrozyten und Mikroglia wurden mit einer Dichte von 5x104 bzw. 2x106 ausgesät 
und vor Zugabe der Partikel fünf Tage kultiviert. Um den Einfluss des Aktinzytoskeletts auf 
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die Partikelaufnahme zu untersuchen, wurde ein Teil d r Zellen mit 5 µM Cytochalasin D 
über eine Stunde vorinkubiert. Cytochalasin D verhindert die Aktinpolymerisierung (Goddette 
und Frieden 1986) und hat somit Einfluss auf die aktin bhängige Endozytose. Nach der Parti-
kelexposition wurden die Zellen mit PBS gewaschen, abtrypsiniert, in entsprechende FACS-
Röhrchen überführt und bei 1500xg 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 200 µl PBS 
mit 10% FKS resuspendiert. Im Anschluss wurde die Mssung im Durchflusszytometer 
durchgeführt. Als Maß für die Aufnahme der Partikel wurde das Seitwärtsstreulicht analy-
siert. Ausgewertet wurden die Daten mit der Software FlowJo 7.2.2. Zugleich wurden auch 
Proben mit und ohne Cytochalasin D-Vorinkubation für die elektronenmikroskopischen Ana-
lysen vorbereitet. 
2.3.3 ICP-MS (Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma) 
Diese Analysemethode ermöglicht die Bestimmung einer Vi lzahl von Elementen in relativ 
kurzer Zeit und ist aufgrund ihrer Nachweisstärke inzwischen eines der meist genutzten Ver-
fahren der Spurenelementanalytik. Das zu untersuchende Material wird dabei in einem Plas-
ma bei etwa 5000 °C ionisiert. Die Ionen werden dann durch zwei Blenden aus dem Plasma in 
das Vakuum-System des Massenspektrometers überführt und dort analysiert. Da die Masse 
eine charakteristische Eigenschaft jedes Elements ist, kann dadurch ein qualitativer und quan-
titativer Nachweis erbracht werden.  
OLN-93 Zellen wurden für die ICP-MS Messungen auf Sperfrost-Objektträgern in entspre-
chenden sterilen Kammern ausgesät und anschließend für 72 h behandelt. Nach der Expositi-
on folgten stringente Waschschritte mit PBS, um nicht aufgenommene Partikel abzuspülen. 
Die Objektträger mit den Zellen wurden danach 30 min bei 50°C getrocknet. Die ICP-MS-
Analyse wurde von Herrn Dr. Stärk am UFZ Leipzig durchgeführt.   
2.4 Bestimmung der Zellvitalität (bzw. der metabolischen Aktivität) 
Zur Bestimmung der Zellvitalität nach Exposition der Zellen mit verschiedenen Nanoparti-
kelkonzentrationen und Inkubationszeiten wurden verschiedene Tests (CCK8-, Alamar Blue-, 
MTT- und LDH-Test) durchgeführt. Dazu wurden die Zellen in 96-Well-Platten ausgesät, 
OLN-93 Zellen mit 1x104 Zellen/ml, primäre Rattenastrozyten mit 5x104 Zellen/ml und pri-
märe Rattenneuronen mit 5x105 Zellen/ml. An den drei darauf folgenden Tagen erfolgte die 
Behandlung mit verschiedenen Nanopartikelkonzentrationen für die entsprechende Inkubati-
onszeit (an Tag 2 für 72 h, an Tag 3 für 48 h und a T g 4 für 24 h). An Tag fünf wurde bei 
allen Platten das Medium gewechselt und mit Testlösung versetzt. Für alle Konzentrationen 
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erfolgte eine Achtfach-Bestimmung. Alle gemessenen Werte wurden mit den Messwerten der 
Kontrollzellen verrechnet. 
2.4.1 CCK8-Test 
Der CCK8-Test (Cell Counting Kit – 8) ist ein kolorimetrischer Test, der zur Bestimmung der 
Zellvitalität das hoch wasserlösliche Tetrazoliumsalz WST-8 [2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-
(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-Tetrazolium, Monosodium Salz] nutzt (Ishiyama et 
al. 1996; Isobe, Michikawa und Yanagisawa 1999). WST-8 wird in vitalen Zellen durch zellu-
läre Dehydrogenasen zum orangen wasserlöslichen Formazan reduziert. Die Menge an gebil-
detem Formazan ist bei einer Wellenlänge von 450 nm quantifizierbar und direkt proportional 
zur Anzahl vitaler Zellen in der Kultur. 
Für den CCK8-Test wurden nach der Behandlung 10 µl CCK8-Lösung zu 100 µl Zellkultur-
medium pro Well pipettiert und für 2-4 Stunden je nach Zelltyp bei 37°C inkubiert. Danach 
erfolgte die Absorptionsmessung bei einer Wellenlänge von 450 nm. 
2.4.2 Alamar Blue-Test 
Alamar Blue (Resazurin) ist ein wasserlöslicher, nicht-toxischer indigoblauer Farbstoff, der 
von Zellen aufgenommen und entsprechend ihrer prolife at ven Aktivität zum pinkfarbenen 
Resorufin reduziert wird. Indirekt wird mit Hilfe dieses Tests die katalytische Wirkung 
NADPH/NADH-abhängiger Dehydrogenasen in den Zellen sichtbar gemacht, deren Konzent-
ration proportional zur metabolischen Aktivität der Zellen ist. In proliferierenden Zellen ist 
das Verhältnis von NADPH/NADP und NADH/NAD in Richtung NADPH bzw. NADH ver-
schoben. Die durch die Reduktion entstehende Farbentwicklung kann spektrophotometrisch 
bei 570/600 nm gemessen werden (Ahmed, Gogal und Walsh 1994). Um den Einfluss der NP 
auf die Zellen zu untersuchen, wurde das Alamar Blue Reagenz direkt nach der Expositions-
zeit im Verhältnis 1:10 in Komplettmedium zu den Zellen gegeben und nach 3 h die Farbent-
wicklung gemessen. Die relative Reduktion von Alamar Blue wurde wie folgt berechnet: 
Reduktion von Alamar Blue  = Absorption570 nm - (Absorption600nm x Ro). 
Den Korrekturfaktor Ro erhält man durch Division der beiden Messwerte des Kulturmediums 
mit Testreagenz ohne Zellen (Absorption570nm/Absorption600nm). 
2.4.3 MTT-Test 
Ein weiterer Farbstoffindikator, um die Zellvitalität nach Behandlung mit Nanopartikeln zu 
bestimmen, ist MTT (Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethyliazol-2-yl)-2,5-Diphenyl-
Tetrazolium-Bromid) (Mosmann 1983). Hierbei wird das gelbe wasserlösliche Tetrazolium-
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salz MTT durch mitochondriale Succinat-Dehydrogenas owie NADH- und NADPH-
abhängige Enzyme in vitalen Zellen zu blauen wasserunlöslichen Formazankristallen umge-
wandelt (Berridge und Tan 1993). Die Menge gebildeter Formazankristalle ist dabei direkt 
proportional zur Anzahl vitaler Zellen in der Kultur (Gerlier und Thomasset 1986; Mosmann 
1983) und kann nach Lösen in Dimethylsulfoxid (DMSO) photometrisch bei einer Wellen-
länge von 540 nm bestimmt werden. 
Für den MTT-Test wurden nach der Behandlung mit Nanop rtikeln 10 µl einer MTT-
Stammlösung (5 mg/ml gelöst in PBS) zu 100 µl Zellkulturmedium gegeben und die Zellkul-
turplatten bei 37 °C für 3 h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen durch Zugabe von 
100 µl MTT-Lysepuffer (10 % SDS gelöst in DMSO, pH = 9) je Well lysiert, um die gebilde-
ten blauen Formazankristalle für eine photometrische Messung zu lösen. Für eine optimale 
Lösung der Formazankristalle wurden die 96-Well-Platten daher 5 min bei RT inkubiert und 
im Anschluss 5 min bei RT und 600 rpm geschüttelt. Eine Extinktionsmessung erfolgte am 
ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von 540 nm und einer Referenzwellenlänge von 
620 nm. 
2.4.4 LDH-Test 
Zur experimentellen Quantifizierung der zellvermittelten Zytotoxizität nach Inkubation mit 
Nanopartikeln wurde der LDH-Test durchgeführt. Dieser kolorimetrische Test basiert auf der 
Messung aktiver Lactatdehydrogenase (LDH) im Zellkulturüberstand und dient der Quantifi-
zierung von Zelltod und Zelllyse. LDH ist ein stabiles zytoplasmatisches Enzym, das in allen 
gesunden Zellen vorliegt. Durch die Zerstörung der Zellmembran, ein morphologisches Cha-
rakteristikum der Zellnekrose, wird es schnell in den Zellkulturüberstand freigesetzt.  
Die LDH-Aktivität wird in einem enzymatischen Test durch Umsetzung eines Formazansal-
zes bestimmt (Parks et al. 1979; Murphy et al. 1993). In einem ersten Schritt setzt die aus den 
Zellen freigesetzte LDH Natriumlaktat mit NAD+ als Koenzym zu Pyruvat um. In einem 
zweiten Schritt werden vom Katalysten (Diaphorase) Wasserstoffatome von NADH/H+ auf 
das gelbe Tetrazoliumsalz übertragen, welches zu rotem Formazan reduziert wird. Eine Erhö-
hung der toten oder Plasmamembran-geschädigten Zellen resultiert in der Erhöhung der 
LDH-Enzymaktivität im Kulturüberstand, die direkt mit der Menge an gebildetem Formazan 
korreliert, welche bei einer Wellenlänge von 492 nm (Referenzwellenlänge von 610 nm) im 
ELISA-Reader photometrisch bestimmt wird.   
Für den Test wurden nach der Behandlung mit den Nanopartikeln 50 µl Kulturüberstand ab-
genommen, in eine neue 96-Well-Platte pipettiert und 50 µl Reaktionsmix dazugegeben. Nach 
einer 30-minütigen Inkubation bei RT im Dunkeln wurde die Farbentwicklung gemessen. 
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2.5 Untersuchungen mit konditioniertem Medium  
Um den Einfluss von Gliazellen nach Exposition mit Nanopartikeln auf primäre Rattenneuro-
nen zu untersuchen, wurden Experimente mit konditioniertem Medium von verschiedenen 
Zellkulturen (OLN-93 Zellen, Astrozyten, Fibroblasten) durchgeführt. 
Nach der Präparation von primären Astrozyten wurden di  Zellen in Poly-L-Lysin beschichte-
te 6-Well-Zellkulturplatten (pro Jungtier eine Platte) als Mischkultur mit vereinzelten Oligo-
dendrozyten, Mikrogliazellen und Fibroblasten ausplattiert. Fibroblastenkulturen aus Nerven-
gewebe von Ratten entstanden bei der Präparation von Spinalnerven und wurden von Frau Dr. 
Matyash (AG Neuropädiatrie) zur Verfügung gestellt. Sie dienten als Kontrolle, ob es sich bei 
dem toxischen Einfluss des konditionierten Mediums um eine gliaspezifische Wirkung han-
delte. In Tab. 2-2 ist die Konzeption des Versuchs dargestellt. OLN-93 Zellen wurden eben-
falls in 6-Well-Platten ausgesät. Bei einer Konfluenz von 80-90% (Tag 5-7 der Kultivierung) 
wurden die Zellen mit verschiedenen Nanopartikelkonzentrationen in Neurobasalmedium 
behandelt. Nach der Inkubation wurden die Überstände (= konditioniertes Medium) abge-
nommen und im Medium verbliebene Nanopartikel sowie tot  Zellen abzentrifugiert. Ein Teil 
der Überstände wurde für den LDH-Test genutzt (siehe Abschnitt 2.4.2). Eine sechs Tage alte 
Neuronenkultur wurde dann mit dem vorbehandelten konditionierten Medium für 72 h inku-
biert und anschließend auf ihre Vitalität hin untersucht. Um die wirksamen Faktoren im Me-
dium zu identifizieren, wurden verschiedene Vorbehandlungen an konditionierten Medien 
getestet.  
Tabelle 2-2: Versuchsdurchführung zur Herstellung konditionierter Medien 
Tag 1 Präparation einer primären Rattenastrozyten-Mischkultur 
Tag 2 Präparation einer primären Rattenneuronenkultur (5x105 Zellen/ml) 
Tag 3 Aussaat der Rattenfibroblasten P2 (1x106 Zellen/ml) und OLN-93 Zellen 
Tag 5 Behandlung der Astrozyten-Mischkultur, OLN-93 Zellen und Fibroblasten mit verschiedenen Na-
nopartikelkonzentrationen in Neurobasal-Komplettmedium für 72 h 
Tag 7 Behandlung der Astrozyten-Mischkultur mit verschiedenen Nanopartikelkonzentrationen in Neuro-
basal-Komplettmedium für 12 bzw. 24 h 
Tag 8 Abnahme der Überstände und Zentrifugation (900xg, 5 min) 
Bestimmung der LDH im Überstand 
Behandlung der Neuronenkultur mit zentrifugiertem konditionierten Medium für 72 h 
Vorbehandlung des konditionierten Mediums: 
a) Erhitzen (70°C, 20 min) 
b) Behandlung mit Aktivkohle (10 min, Sterilfiltration) 
c) Sterilfiltrieren 
       d)    Zugabe verschiedener Substanzen 
Tag 11 Zellvitalitätstest CCK-8 
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Um reine Astrozytenkulturen zu erhalten, wurden die pr mären Zellen ab Tag 2 für zehn Tage 
in glucosefreiem DMEM mit 25 mM Sorbitol kultiviert (Wiesinger, Schuricht und Hamprecht 
1991). Damit konnte geprüft werden, ob der toxische Eff kt auf Astrozyten oder andere Zel-
len wie Mikroglia in der Kultur zurückzuführen ist. 
2.6 Zelladhäsionsassay mittels CCK8-Test 
Zur Untersuchung des Adhäsionsverhaltens von Zellen nach Exposition mit Nanopartikeln 
wurde ein Adhäsionsassay etabliert. Um die Menge der a härenten Zellen zu bestimmen, 
wurde mit dem CCK8-Test die Aktivität der zellulären Dehydrogenasen bestimmt (siehe Ab-
schnitt 2.4).  
Die Adhäsionsversuche wurden in 96-Well-Platten durchgeführt. Zur Adaption des Adhä-
sionsassays an die Versuchsbedingungen wurden zunächst adäquate Zellzahlen und die ent-
sprechende notwendige Anheftungs- und Adhäsionsdauer für Zellen bestimmt. Die entspre-
chenden Zellzahlen und Expositionszeiten mit den verschiedenen Nanopartikelkonzentratio-
nen sind für jede Zellkultur in Tab. 2-3 zusammengefasst. Durch die 4 h Exposition kann eine 
Aussage über die primäre Anheftung der Zellen in Anwesenheit der Partikel getroffen wer-
den.  
Tabelle 2-3: Zellkonzentrationen und Inkubationszeiten des Adhäsionsassays: 
OLN-93 Zellen 
Aussaat mit NP für 4 h 1x106 Zellen/ml 
Zugabe NP an Tag 1 nach Aussaat für 72 h 1x104 Zellen/ml 
Aussaat mit NP für 96 h 1x104 Zellen/ml 
Zugabe NP 1 h nach Aussaat für 96 h 1x104 Zellen/ml  
Primäre Rattenneuronen 
Aussaat am Tag der Präparation mit NP für 6 d 5x105 Zellen/ml 
Zugabe NP am Tag 1 nach der Präparation für 5 d 5x105 Zellen/ml 
Zugabe am Tag 6 nach der Präparation für 72 h 5x105 Zellen/ml 
  
Für alle Konzentrationen wurde eine Sechsfach-Bestimmung durchgeführt. Die Zellen wur-
den nach der Behandlung mit CCK8-Reagenz (10 µl/Wel) für 3 h bei 37°C inkubiert und die 
Absorption bei 450 nm gemessen. Danach wurden die Zell n einmal mit PBS gewaschen und 
somit nicht bzw. nur leicht adhärente Zellen entfert. Es wurde neues Medium (100 µl/Well) 
dazugegeben und nochmals mit 10 µl/Well CCK8-Reagenz für 3 h inkubiert und die Absorp-
tion gemessen. Der relative Anteil adhärenter Zellen ergibt sich aus dem Quotienten der Ab-
sorptionswerte nach dem Waschen und vor dem Waschen. Di  Adhäsion wurde in Prozent im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle berechnet. 
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2.7 Zellzahl- und Proliferationsbestimmung von Zellen 
2.7.1 Zellzahlbestimmung mittels Durchflusszytometrie 
Um Interaktionen zwischen Farbreagenzien und Nanopartikeln auszuschließen, wurde mit 
Astrozyten und OLN-93 Zellen zusätzlich eine einfache Zellzählung mit dem Durchflusszy-
tometer durchgeführt.  
Nach verschiedenen Expositionszeiten (1. 72 h Behandlung nach einem Tag Kultivierung,  
2. Aussaat mit NP mit anschließender Inkubation für 96 h) wurden die Zellen mit PBS gewa-
schen, trypsiniert und mittels Zentrifugation pelletiert. Das Zellpellet wurde in PBS mit 10% 
FKS und einer definierten Menge an FITC-Kalibrationsbeads aufgenommen. Im Anschluss 
erfolgten die Bestimmung der Zellzahl im Durchflusszytometer bei einer Messdauer von 45 s 
und der Abgleich mit der Anzahl der Kalibrationsbeads. 
2.7.2 Zellzyklusanalyse mit Propidiumiodid 
Mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff Propidiumiodd kann man mittels FACS (fluores-
cence-activated cell sorting)-Messung die DNA-Menge in Zellen vergleichen. Da die PI-
Fluoreszenzintensität während der Replikation der DNA von der G1 zur G2/M-Phase linear 
zunimmt, ist es möglich anhand der gemessenen Fluoreszenz eine Aussage über die Zellzyk-
lusphase der untersuchten Zellen zu treffen. 
Dafür wurden die OLN-93 Zellen gewaschen, trypsiniert und mittels Zentrifugation pelletiert. 
Anschließend erfolgten zwei weitere Waschschritte mit PBS+1% FKS und die Fixierung der 
Zellen mit 70%igem Ethanol für eine Stunde bei 4°C. Danach wurden die Zellen wieder ge-
waschen und mit PI gefärbt. Dafür wurde die Stammlösung 1:106 verdünnt und mit den Zel-
len gut gemischt. Nach Zugabe von 50 µg/ml RNase A wurden die Zellen für 3 Stunden bei 
4°C inkubiert, noch einmal pelletiert und im Anschluss im FACS analysiert. 
2.7.3 Bestimmung der Proliferationsrate mittels BrdU-Assay 
Zur experimentellen Bestimmung der Zellproliferation nach Inkubation der Zellen mit Nano-
partikeln wurde der BrdU-Test durchgeführt. Dieser beruht auf der Quantifizierung der 
Zellproliferation, basierend auf der Messung des BrdU-Einbaus (5-Bromo-2´-desoxyuridin) 
während der DNA-Synthese in proliferierenden Zellen. Während des BrdU-Labelling-
Prozesses  wird das Pyrimidin-Analog BrdU anstelle von Thymidin in die DNA proliferieren-
der Zellen eingebaut (Porstmann, Ternynck und Avrameas 1985; Magaud, Sargent und 
Mason 1988).  
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Für den BrdU-Test wurden Zellen in flachen weißen 96-Well-Platten ausgesät, Astrozyten mit 
5x104 Zellen/ml und OLN93 mit 1x104 Zellen/ml. Am folgenden Tag erfolgte die Behand-
lung mit verschiedenen Nanopartikelkonzentrationen. Die Zellen wurden für 72 h behandelt. 
Für alle Konzentrationen wurde eine Achtfach-Bestimmung durchgeführt. Nach der Inkubati-
on mit den Nanopartikeln wurden 10 µl einer BrdU-Stammlösung (100 µM) zu 100 µl Medi-
um zugegeben und die Zellkulturplatten bei 37°C für 3 h inkubiert. Nach dem Entfernen des 
Kulturmediums wurden die Zellen durch die Zugabe von FixDenat fixiert und die DNA dena-
turiert (30 min bei RT). Die Denaturierung ermöglichte die verbesserte Detektion des einge-
bauten BrdU durch den Peroxidase-markierten Anti-BrdU-Antikörper (90 min bei RT), der an 
das eingebaute BrdU in neuer sythetisierter zellulärer DNA bindet. Nach dreimaligem Wa-
schen mit Waschpufferlösung wurde der Immunkomplex durch eine Substratreaktion mittels 
Chemilumineszenz im Luminometer detektiert. Für alle Konzentrationen wurde eine Sechs-
fach-Bestimmung durchgeführt.  
2.7.4 Immunzytochemische Färbung des Proliferationsmarkers Ki-67 
Das Ki-67-Antigen ist ein Proliferationsmarker, welcher im Zellkern während der G1-, S-, 
G2- und in der M-Phase des Zellzyklus exprimiert wird, n der G0-Phase ruhender Zellen da-
gegen kaum. Der Name „Ki-67“ setzt sich zusammen aus dem Ort der Entdeckung, Kiel und 
der Nummer des Zellklons, der schließlich den Antikörper Ki-67 produziert hat (Gerdes et al. 
1983; Gerdes et al. 1984). Die endgültige Funktion des Ki-67-Antigens ist bisher nicht ganz 
geklärt, vermutet wird aber, dass es bei der rRNA-Synthese eine bedeutende Rolle spielt 
(Bullwinkel et al. 2006; Rahmanzadeh et al. 2007). 
Um die immunzytochemische Färbung des Ki-67-Antigens durchzuführen, wurden die expo-
nierten Zellen zunächst mit 4% Formaldehyd fixiert und mehrmals gewaschen. Sofern nicht 
anders erwähnt, wurden alle Waschschritte mit PBS durchgeführt. Nach Erwärmen in der 
Mikrowelle bei 750 W in Citronensäurepufferlösung für 20 min, Abkühlen und Spülen folgte 
eine einstündige Blockierung zelleigener Proteine mit 2% Pferdeserum, 0,1% BSA und 0,2% 
Tween 20 in TBS. Anschließend wurde über Nacht bei 4°C mit dem monoklonalen Maus-
Antikörper Ki-67-Antigen (Verdünnung 1:100) in Blockierungslösung inkubiert. Um die Bin-
dung des Primärantikörpers sichtbar zu machen, wurden nach wiederholten Waschschritten 
ein biotinylierter Sekundärantikörper (Pferd-anti-Maus IgG-Biotin, Verdünnung 1:200) sowie 
ein Peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin-Komplex nach Gebrauchsanweisung aufgetragen. 
Nach erneutem Spülen mit TBS wurden die Zellen unter mikroskopischer Kontrolle mit dem 
Substrat Histogreen gefärbt, mit Kernechtrot gegengefärbt, erneut mit TBS gewaschen, mit 
Ethanol (2 x 2 min 95%, 2 x 2 min 100%) und Xylol (3 x 3 min) entwässert und mit Permount 
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eingedeckt. Negative Kontrollen wurden nach dem oben genannten Protokoll bearbeitet, ohne 
die Zugabe des Primärantikörpers. 
2.7.5 Bestimmung der Proteinmenge mit Hilfe der BCA-Methode 
Das experimentelle Design wurde nach dem Vorbild des E-Screens mit MCF-7 Zellen ent-
worfen (Korner et al. 1998; Soto et al. 2004). Es handelt sich bei diesem Assay nicht um ei-
nen direkten Proliferationstest, sondern um die Messung der Proteinmenge der Zellen nach 
einer bestimmten Inkubations- bzw. Expositionszeit. Dazu wurden die Zellen in 96-Well-
Platten mit einer Dichte von 1x104 Zellen/ml (OLN-93 Zellen) bzw. 5x104 Zellen/ml (AZ) 
ausgesät. Die oberen beiden Reihen der Platte blieben dabei frei für eine BSA-Eichkurve zur 
Proteinbestimmung. Am darauf folgenden (OLN-93 Zellen) bzw. übernächsten (AZ) Tag er-
folgte die Zugabe des Expositionsmediums. Alle Behandlungen wurden in einer Sechsfachbe-
stimmung durchgeführt. Am Tag der Proteinbestimmung wurden das Medium abgenommen, 
die Zellen einmal mit PBS gewaschen und je Well 20 µl PBS zugegeben. Es erfolgte eine 
einstündige Inkubation bei –80°C zum Zellaufschluss nd anschließend eine Proteinbestim-
mung mittels der BCA-Methode. Dazu wurden in die ersten beiden Reihen der 96-Well-Platte 
eine Eichkurve als Dreifachbestimmung mit je 0; 2; 4; 10; 20; 40 µg BSA/Well pipettiert. 
Nach Zugabe von 150 µl der BCA-Lösung pro Well wurde die Platte 1 h bei 37°C inkubiert 
und nach Abkühlen bei 565 nm im Photometer gemessen.  
2.8 Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials  
Um die Veränderung des mitochondrialen Membranpotentials (∆Ψ) in Zellen zu detektieren, 
wurde der kationische Fluoreszenzfarbstoff JC-1 (5,5’,6,6’-Tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethyl 
Benzimidazolylcarbocyaniniodid) verwendet. JC-1 dringt in die Mitochondrien ein und ver-
ändert seine Farbe in Abhängigkeit vom bestehenden M mbranpotential (Cossarizza et al. 
1993; Reers, Smith und Chen 1991). In intakten Zellen liegt JC-1 nur in geringer Menge als 
Monomer (grün) im Zytosol vor und akkumuliert vermehrt als Aggregat in den Mitochond-
rien (rot). Kommt es z.B. durch eine Verminderung des mitochondrialen Stoffwechsels oder 
bei Apoptose zu einer Absenkung des mitochondrialen M mbranpotentials, verschiebt sich 
die Fluoreszenzemission vom roten in den grünen Bereich, d. h. JC-1 kann nicht mehr in den 
Mitochondrien akkumuliert werden. In diesen Zellen verbleibt JC-1 im Zytoplasma in einer 
grünen fluoreszierenden monomerischen Form. Das mitochondriale Membranpotential und 
damit der Zustand des Mitochondriums kann somit im Photometer gemessen werden. Als 
Positivkontrolle wird das Ionophor Valinomycin eingesetzt. Es transportiert selektiv Kalium-
ionen durch die Membran unter Abbau des elektrochemischen Gradienten und führt somit zu 
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einer vollständigen Depolarisation und Zerstörung des Membranpotentials. Der relative Wert 
des Mitochondrienmembranpotentials ergibt sich als Quotient aus der roten (Exzitation 550 
nm, Emission 600 nm) und der grünen Fluoreszenz (Exitation 485 nm, Emission 535 nm) 
und ist beispielsweise in toten und apoptotischen Zllen im Vergleich zu vitalen Zellen ver-
ringert.  
Die Zellen wurden in schwarzen 96-Well-Platten in entsprechenden Konzentrationen ausgesät 
und für 72 h bzw. 24 h mit verschiedenen Nanopartikelkonzentrationen behandelt. Nach 72 h 
wurde als Positivkontrolle Valinomycin in Achtfachbestimmung zu den unbehandelten Zellen 
in einer Endkonzentration von 10 µM dazugegeben und für 10 min bei 37°C und 5% CO2 
inkubiert. Anschließend wurde die gesamte Zellkulturplatte einmal mit PBS gewaschen. Pro 
Well wurde nun 50 µl 1 x JC-1 Reagenz (1:100 verdünnt in JC-1 Puffer) pipettiert und 15 min 
im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die Mikrotiterplatte zweimal mit PBS gewaschen. 
Zuletzt wurden 100 µl PBS pro Well pipettiert und am Fluoreszenzmessgerät die Fluoreszenz 
gemessen. 
2.9 Nachweis von Apoptose und Nekrose mittels Annexin-VFITC/ 
Propidiumiodid-Färbung 
Die Annexin-V-FITC-Färbung lebender, nicht fixierter Zellen, kombiniert mit Propidiumio-
did (PI), erlaubt die Detektion früher Apoptose und Nekrose in partikelexponierten Zellen. 
Dieser Test beruht auf der Bindung von Annexin-V an Phosphatidylserin, welches auf der 
extrazellulären Seite der Membran von apoptotischen Zellen zu finden ist (Zhang et al. 1997). 
PI ist ein DNA-interkalierender Farbstoff und kann ur bei nicht intakter Zellmembran in die 
Zelle eindringen, wie es bei Nekrose der Fall ist. Annexin-V-FITC-positive Zellen, die für PI 
negativ sind, sind demnach apoptotisch und Zellen, die Annexin-V-FITC- und PI-positiv sind, 
unterlaufen demzufolge Nekrose.  
Die Färbung wurde wie folgt durchgeführt: Die exponierten Zellen wurden gewaschen, 
trypsiniert und abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 µL eiskaltem Annexin-V-FITC Bin-
depuffer aufgenommen und zu jeder Probe 10 µl Annexi -V-FITC zugegeben. Nach an-
schließendem Vortexen wurden zu jeder Probe 5 µl PI-Lösung pipettiert. Nach erneutem Mi-
schen wurden die Zellen für 15 min auf Eis im Dunkel  inkubiert. Danach erfolgte die Analy-
se im Durchflusszytometer mit folgenden Parametern: FL-1 für FITC-Detektion und FL-2 für 
PI-Detektion. Ausgewertet wurden die Daten mit der Software FlowJo 7.2.2. 
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Die Färbung wurde nach verschiedenen Expositionszeitpunkten durchgeführt: 24, 48 und 72 h 
bei primären Astrozyten und OLN-93 Zellen. Als Positivkontrolle dienten Kontrollzellen, die 
mit dem Topoisomerase I-Inhibitor Camptothecin (CAM) behandelt wurden. 
2.10 Histologische Übersichtsfärbungen 
2.10.1 Hämatoxylin-Eosin Übersichtsfärbung 
Es wurde eine HE (Hämatoxylin-Eosin) Übersichtsfärbung durchgeführt, die einen Überblick 
über die Struktur der Zellen nach Nanopartikelbehandlung liefert. Hämatoxylin färbt sau-
re/basophile Bestandteile (Zellkerne) der Zelle blau, Eosin dagegen alle basischen/azidophilen 
Zellbestandteile (Zytoplasma) rot.  
OLN-93 Zellen (1x104 Zellen/ml) und primäre Astrozyten (5x104 Zellen/ml) wurden in 
Chamberslides ausgesät. Dabei wurden je 250 µl der Zellsuspension in jede der acht Kam-
mern des Objektträgers pipettiert. Die Objektträger wu den im Brutschrank inkubiert. Nach 
Behandlung (72 h) der Zellen mit verschiedenen Nanop rtikelkonzentrationen, wurden die 
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschließend mit Aceton fixiert. Anschließend wur-
de die Kammer vom Objektträger getrennt. 
Danach wurden die Präparate 3 min mit destilliertem Wasser gewaschen und 5 min mit Hä-
matoxylin gefärbt. Nach dreiminütigem Waschen mit Wasser erfolgte die Inkubation in Acid-
alkohol für 3 min. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt mit Leitungswasser. Danach wurden 
die Proben in Ammoniumwasser für 1 min gefärbt, mit Wasser gewaschen, 3 min mit Eosin 
gefärbt und wieder mit Wasser gewaschen. Die Deckgläser wurden mit Aqua-Poly/Mount auf 
dem Objektträger fixiert. 
2.10.2 Pappenheim-Färbung 
Die Pappenheim-Färbung (nach Arthur Pappenheim, 1870- 916) wurde durchgeführt, um 
spezifisch Dendriten und Zellkörper von primären Rattenneuronen anzufärben. Die Färbelö-
sung setzt sich aus der Giemsa- und der May-Grünwald-Lösung zusammen. Der Vorteil der 
Pappenheim-Färbung liegt in der sehr feinen morphologischen Differenzierung der Zellen. 
Die Färbung ist eine Mischung aus Farbstoffen auf der Basis von Methylenblau und Eosin, 
die mit einer Pufferlösung (pH = 6,8) verdünnt wird, wobei die May-Grünwald-Lösung selek-
tiv die basischen Bestandteile (Zytoskelett) und die G emsa-Lösung die sauren Bestandteile 
des Zytoplasmas (Zellkern) anfärbt. Es wurden ausschließlich primäre Rattenneuronen, die 
sechs Tage nach der Präparation auf 6-Well-Platten 72 h mit Nanopartikeln inkubiert wurden, 
verwendet. Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, für drei Mi-
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nuten mit May-Grünwald-Lösung und anschließend für drei Minuten mit gleichem Volumen-
anteil mit Aqua dest (A. dest) inkubiert. Danach erfolgte eine dreißigminütige Inkubation mit 
in A. dest (1:20) verdünnter Giemsa-Lösung (0,4% w/v in Methanol). Nach dem Waschen mit 
A. dest wurden die Präparate luftgetrocknet. Die Zellen konnten nun unter dem Mikroskop 
mit Durchlicht betrachtet und die Bilder mit Hilfe einer Digitalkamera (Software AxioVision) 
aufgenommen werden. Zur Quantifizierung des Neuriten- und Dendritenwachstums wurden 
die Fotos mit Hilfe des Programms ImageJ in Schwarz-Weiß-Bilder umgewandelt. Um alle 
Neuronen wurden Markierungen mit etwa dem zweifachen Durchmesser des Zellkörpers ge-
zogen. Alle zellulären Fortsätze in diesem Umkreis, deren Pixelstärke in dieser Darstellung 
einen bestimmten Schwellenwert überstieg, wurden gezählt. 
2.11 Nachweis spezifischer Proteine und Zucker mittels Immunfluoreszenz 
2.11.1 Nachweis der verschiedenen Zelltypen 
Zur Kontrolle der Primärkulturen wurden in regelmäßigen Abständen Immunfluoreszenz-
färbungen mit entsprechenden Antikörpern (AK) gegen z lltypspezifische Proteine durchge-
führt (Tab. 2-4). Die Zellen wurden zunächst mit 4%Formaldehyd fixiert, anschließend drei-
mal gewaschen und für 10 min mit 50 mM NH4Cl inkubiert. Nach erneutem dreimaligem 
Waschen folgte die zweistündige Blockierung mit 5% BSA, 0,3% Tween 20 und 2% Normal-
serum (je nach sekundärem AK entweder Ziegen- oder Kaninchenserum) und im Anschluss 
daran die einstündige Inkubation mit dem Primärantikörper gegen das zelltypspezifische Pro-
tein. Danach wurde wiederum gewaschen, bevor die einstündige Inkubation mit dem fluores-
zenzmarkierten Sekundärantikörper im Dunkeln erfolgte. Danach durchliefen die Zellen noch 
sechs Waschschritte, unterbrochen durch die zehnminütige Kernfärbung mit 1 µg/ml Hoechst 
oder 20 µM Draq5. Dann wurden die Zellen nach einem letzten Spülen mit A. dest. mit Aqua-
Poly/Mount oder Vectashield eingedeckt und am Mikros op analysiert. 
 
Tabelle 2-4: Zelltypspezifische Proteine im Gehirn:  
Verwendete Primärantikörper (eingesetzte Verdünnung) d entsprechende Sekundärantikörper 
Zelltyp  Spezifisches Protein Primärantikörper Sekundärantikörper 
Neuronen 
Neuronen-spezifisches 
beta-III Tubulin 
Maus Anti Neuronen-
spezifisches beta-III 
Tubulin  (1:500) 
Ziege Anti Maus 546 
(1:200) 
Astrozyten GFAP 
Maus Anti GFAP 
(1:1000) 
Ziege Anti Maus 546 
(1:200) oder Ziege Anti 
Maus CY3 (1:400) 
Aktivierte Mikroglia 
(Monozyten, Makropha-
gen) 
ED1 (Homolog zum 
humanen CD68) 
Maus Anti ED1 (1:100) 
Ziege Anti Maus 546 
(1:200) 
Oligodendrozyten CNPase 
Ziege Anti CNPase 
(1:200) 
Kaninchen Anti Ziege 
488 (1:200) 
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Alle Waschschritte erfolgten mit PBS. Sofern nicht anders erwähnt, wurden auch alle Lösun-
gen mit PBS hergestellt. Die gesamte Färbung wurde bei RT durchgeführt. 
2.11.2 Cy3-GSA-Lektin-Färbung von Mikroglia 
Neben der ED1-Antikörperfärbung besteht die Möglichkeit, Mikroglia mit Cy3-markiertem 
Griffonia simplicifolia Agglutinin Isolectin I-B4 (GSA-Lektin) zu färben. Dieses bindet an 
mikroglia- und makrophagenspezifische D-Galaktoserest . Um eine Kolokalisation von NP 
und Mikroglia in den Primärkulturen zu zeigen, wurde GSA-Lektin in einer Endkonzentration 
von 25 µg/ml direkt zu den lebenden Zellen gegeben und für 24 h inkubiert. Danach wurden 
die Zellen mit PBS gespült und in phenolrotfreiem Medium durch das Fluoreszenzmikroskop 
betrachtet.   
2.11.3 Markieren des F-Aktins mit Alexa Fluor® 568 phalloidin 
Phalloidin gehört zu den Phallotoxinen der Knollenblätterpilze und bindet irreversibel an F-
Aktin (Cooper 1987). Markiert mit einem Fluorophor kann so das Aktinzytoskelett der Zelle 
sichtbar gemacht werden. 
Zur Markierung des F-Aktins in Astrozyten wurden diese auf Chamberslides ausgesät, zwei 
Tage kultiviert und anschließend für 72 h mit NP inkubiert.  
Alle weiteren Schritte erfolgten bei RT. Nach der Exposition wurde das Medium abgesaugt, 
die Zellen gewaschen und mit 4%igem methanolfreien Formaldehyd für 10 min fixiert. Da-
nach erfolgte nach dreimaligem Waschen eine Permeabilisierung der Zellen mit 0,1% Triton 
X-100 für 10 min. Nach erneutem Waschen wurde für 30 min mit 1% BSA blockiert. Darauf 
folgte die Inkubation mit Alexa Fluor® 568 phalloidin für 20 min im Dunkeln. Die Stocklö-
sung Alexa Fluor® 568 phalloidin wurde dazu laut Protokoll von molecular probes hergestellt 
und 1:9 mit 1% BSA verdünnt. Danach wurden die Zellen wieder gewaschen und mit 20 µM 
Draq5 über 10 min die Zellkerne angefärbt. Nach erneuten Waschschritten und abschließen-
dem Waschen mit A. dest wurden die Zellen mit Aqua-Poly/Mount eingedeckt und mit Hilfe 
eines konfokalen Laserscanningmikroskops analysiert.  
Alle Waschschritte erfolgten mit PBS. Sofern nicht anders erwähnt, wurden auch alle Lösun-
gen mit PBS hergestellt. 
2.12 Intrazelluläre Kalziummessung 
Kinetische Kalziumanalysen werden als Änderung der intrazellulären Kalziumkonzentration 
in einer bestimmten Zeit, die über kalziumfluoreszenzgekoppelte Färbungen detektiert wer-
den, definiert (June und Rabinovitch 1988). Um die kalziumabhängige Signaltransduktion an 
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OLN-93 Zellen und primären Rattenastrozyten nach Nanop rtikel-Exposition zu untersuchen, 
wurden selektive kalziumsensitive Fluoreszenzfarbstoffe genutzt, die sich durch minimale 
Wechselwirkungen mit zellulären Vorgängen, einer guten Zellgängigkeit und einer hohen 
Selektivität der Bindung an die Kalziumionen gegenüber anderen mono- und bivalenten Ionen 
auszeichnen (Tsien, Rink und Poenie 1985). Grundlage der hier verwendeten Messmethoden 
für intrazelluläres Kalzium sind daher die Eigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe Fura-
2/AM und Fluo-4/AM. Diese binden freies Kalzium und verändern ihre Fluoreszenzintensität 
in Abhängigkeit von der Kalziumkonzentration. 
2.12.1 Intrazelluläre Kalziummessung am Fluoreszenzmikroskop/ 
Kalzium-Imaging 
Zur intrazellulären Kalziummessung an OLN-93 Zellen wurde eine Voruntersuchung mittels 
Mikroperfusionssystem am Mikroskop durchgeführt. Hierfür wurde Fura-2/AM (Fura-2 Ace-
toxymethylester) verwendet, der in die Zelle eindrigt, intrazellulär von Esterasen gespalten 
wird und sich anreichert. Dadurch lassen sich die Zellen relativ einfach mit ausreichenden 
Mengen von Fura-2/AM beladen. Obwohl auch diese Substanz gewisse Einschränkungen 
birgt, wie der unvollständige Abbau von Esterformen in einigen Zelltypen, die Akkumulation 
des Farbstoffes in den Zellorganellen und die Puffer ng des intrazellulären Kalziums 
(Hayashi und Miyata 1994), sind diese doch bei den in dieser Arbeit verwendeten niedrigen 
Farbstoff-Konzentrationen von untergeordneter Bedeutung. 
Fura-2 bindet intrazelluläres Kalzium, wobei eine Kalzium-induzierte Verschiebung des Exzi-
tationsmaximums von 340 nm (Kalzium-Fura-2-Komplex) auf 380 nm (Fura-2 ungebunden) 
bei gleich bleibendem Emissionsmaximum von 510 nm auftritt. Da die Messwerte der beiden 
Fluoreszenzen sich in einem ständigen Gleichgewicht befinden, kann aus dem Verhältnis (Ra-
tio) beider Fluoreszenzintensitäten der Kalziumgehalt der Zelle theoretisch errechnet werden 
(Grynkiewicz, Poenie und Tsien 1985), ohne dass die intrazelluläre Farbstoffkonzentration 
den Wert beeinträchtigt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Kalziumkonzentration nicht 
errechnet. Es war ausreichend, die Änderung der Ratio als Zeichen einer Reaktion heranzu-
ziehen. 
Die Ratiomessung bietet Vorteile im Vergleich zu einfachen Messungen, da eventuell auftre-
tende negative Faktoren sich immer auf die Messwerte beider Fluoreszenzen auswirken und 
durch die Quotientenbildung herausgerechnet werden. Die Messungen werden somit unab-
hängig von der intrazellulär vorhandenen Menge an Indikatorsubstanz, einer eventuell un-
2 MATERIAL UND METHODEN 
39  
gleichmäßigen Verteilung des Fluoreszenzfarbstoffs sowie der Zelldicke und einem Ausblei-
chen („photo bleaching“) oder Austreten des Farbstoffs (Tsien, Rink und Poenie 1985). 
Als Messkammern dienten Petrischalen mit einem Durchmesser von 36 mm. Im Zentrum des 
Schalenbodens wurde ein Loch von 18 mm Durchmesser gebohrt. In die Schale wurde mittig 
auf das Loch das Deckgläschen mit einem Durchmesser von 24 mm geklebt, sodass eine flüs-
sigkeitsdichte Kammer entstand.  
OLN-93 Zellen wurden in einer Konzentration von 1x104 Zellen/ml in PLL beschichtete Pet-
rischalen ausplattiert und am darauf folgenden Tag mit verschiedenen Nanopartikelkonzentra-
tionen inkubiert. Unter Lichtschutz wurden die Zellen bei 37°C mit dem in phenolrotfreiem 
DMEM-Komplettmedium gelösten kalziumsensitiven Farbstoff Fura-2/AM (10 µM) für 20 
Minuten beladen. Die Zugabe von 0,1% Pluronsäure wurde zur Verbesserung der Membran-
permeabilität von Fura-2/AM verwendet, zusätzlich konnte die Kompartimentalisierung von 
Fura-2 in den Zellorganellen reduziert werden (Malgaroli et al. 1987). Im Anschluss an die 
Beladung wurden die zellhaltigen Petrischalen mit PBS gewaschen und dann bei Zimmertem-
peratur abgedunkelt aufbewahrt, um sowohl das Ausbleichen des Farbstoffes als auch den 
aktiven Transport von Fura-2/AM aus den Zellen zu verhindern. Die Kammer wurde dann auf 
dem Objekttisch des Fluoreszenzmikroskops fixiert und die Standardlösungen wurden über 
Infusionsbestecke, die in einer Kanüle endeten, in die Messkammer geleitet. Der Zulauf er-
folgte kontinuierlich, wobei die Fließgeschwindigkeit von etwa 1 ml/min durch eine Pumpe 
gewährleistet wurde. Die eingesetzten Stimulanzien (Tab. 2-5) wurden manuell über ein 
Spritzen-Schlauch-System zugegeben. Um das Flüssigkeitsvolumen innerhalb der Messkam-
mer auf einem konstanten Volumen von 2-3 ml zu halten, befand sich gegenüber dem Zulauf 
eine Absaugvorrichtung. Die Kanülen der Zu- und Ablaufvorrichtung waren an der Mess-
kammer befestigt. Alle Versuche wurden bei 37°C durchgeführt. Für die Messung der Zellen 
(mittelgroß, keine Zellmembranstörungen, gleichmäßige Beladung) wurde ein 40er Objektiv 
verwendet, wobei die Belichtungszeit – je nach Beladung – zwischen 20 und 40 ms lag. Die 
Zellen wurden in vorgegebener Bildfolgefrequenz aller 6 s fotografiert. Alle Präparate wurden 
im Wechsel mit den Wellenlängen 340 und 380 nm angeregt. Die Digitalisierung und Verar-
beitung des Signals erfolgte an einem angeschlossenen Computersystem. Es wurde eine Ba-
sislinie über einen Zeitraum von 1 min gemessen. Danach erfolgte die Zugabe des Stimulus 
für 2,5 min und für weitere 6,5 min das Auswaschen d r Substanz. Darauf folgend wurden die 
Zellen für 1,5 min mit Ionomycin als Kontrolle perfundiert und anschließend wieder gewa-
schen. Ionomycin ist ein Kalzium-Ionophor und diente als Positivkontrolle sowie zur Über-
prüfung ausreichender Farbstoffbeladung und Funktioal tät der Zellen. Bei Ionomycin han-
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delt es sich um ein Polyetherantibiotikum, das aus Streptomyces conglobatus isoliert wurde 
(Liu und Hermann 1978). Es bindet Kalzium im Komplex 1:1 und transportiert es durch bio-
logische Membranen (Beeler 1979).  
Tabelle 2-5: Auswahl geeigneter Stimulanzien 
ATP 250 µM 
Glutamat 2 mM 
AMPA 10 µM 
EGF 100 ng/ml 
rIL3 10 ng/ml 
hIL-6 10 ng/ml 
rIL-1ß 1 ng/ml 
hSDF-1 10 ng/ml 
Ionomycin 2 µM 
 
Die während der Stimulation aufgenommenen Bilder wuden in ihren Helligkeiten über die 
Auswertesoftware ImageJ analysiert. Anhand dieser unterschiedlichen Fluoreszenzintensitä-
ten konnten Rückschlüsse auf die intrazelluläre Kalziumreaktion gezogen werden. 
2.12.2 Intrazelluläre Kalziummessung am Durchflusszytometer 
Die Messung der zytosolischen Kalziumkonzentration mit dem kalziumsensitiven Fluores-
zenzfarbstoff Fluo-4/AM (Fluo-4 Acetoxymethylester) erfolgte am FACS-Gerät (Gee et al. 
2000). Wie Fura-2/AM ist der Farbstoff in der Acetoxymethylesterform lipophil, diffundiert 
durch die Zellmembran und gelangt so in das Zytosol der Zellen, wo unspezifische Esterasen 
den Farbstoff spalten. Es entsteht eine hydrophile Form, die nicht mehr membrangängig ist, 
sich im Zytosol anreichert und deren Emissionsspektrum sich in Abhängigkeit von der Kalzi-
umkonzentration ändert (Pedersen et al. 2000). Bei niedrigen Kalziumspiegeln in der Zelle ist 
Fluo-4 kaum aktiv. 
OLN-93 Zellen (1x104 Zellen/ml) und primäre Rattenastrozyten (5x104 Zellen/ml) wurden in 
12-Well-Platten ausgesät. Die Exposition der OLN-93 Zellen mit Partikeln erfolgte am nächs-
ten Tag und dauerte 72 h. Primäre Astrozyten wurden nach drei Tagen mit entsprechenden 
Nanopartikelkonzentrationen für 72 h exponiert. Nach Inkubation wurden die Zellen einmal 
mit PBS gewaschen, die Zellen abgelöst, in FACS-Röhrchen überführt und bei 1500xg für 5 
min zentrifugiert. Danach wurden die Zellen mit Fluo-4/AM beladen. Dazu wurde der Farb-
stoff Fluo-4/AM aus einer Stocklösung (1 mM in DMSO mit 10 % (w/v) Pluronsäure) in ei-
ner Endkonzentration von 5 µM zu den Zellen in DMEM ohne Phenolrot gegeben. Nach kur-
zem Vermischen der Proben wurden die Zellen lichtgeschützt bei RT für 30 min inkubiert. 
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Der extrazellulär verbliebene Farbstoff wurde durch zweimaliges Waschen der Zellen in Kal-
ziummesspuffer entfernt (1500xg, 5 min). Nach Zugabe von 300 µl Kalziummesspuffer wur-
den die farbstoffbeladenen Zellen unter Lichtausschluss für 10 min inkubiert. Die Messung 
erfolgte am FACS-Gerät. Die Proben wurden mit Laserlicht der Wellenlänge 488 nm ange-
regt und das emittierte Fluoreszenzlicht bei 530 nm über einen Zeitraum von 255 s detektiert. 
Zunächst wurde über 60 s die Basislinie von jedem Ansatz gemessen. Dann wurde in die Pro-
be der entsprechende Stimulus dazugegeben, kurz gemischt und die Messung der Fluores-
zenzemission für 120 s fortgesetzt. Die OLN-93 Zellen wurden mit rIL3 (10 ng/ml) und die 
primären Astrozyten mit ATP (30 µM) stimuliert. Im Anschluss daran wurde zur Aktivierung 
des maximalen Kalziumeinstroms Ionomycin (2 µM) der Probe zugeführt, wieder kurz gevor-
text und die Messung bis zum Ende durchgeführt.  
Die Auswertung der Fluoreszenzmessungen erfolgte mitt ls der Kinetik-Analyse der Software 
FlowJo 7.2.2. Die aufgezeichneten Kalziumkurven ließen sich in vier Abschnitte einteilen 
(Basislinie, 1. Reaktion auf Stimulus, Resolution, 2. Reaktion auf Ionomycin, siehe Abb. 2-1). 
Für die Bewertung nanopartikelinduzierter Effekte waren die Amplitude der Kalziumreaktion 
(Maximalwert der 1. Reaktion/basaler Mittelwert der Fluo-4/AM-Fluoreszenzintensität) und 
der Abfall der Kurve nach der Amplitude (bei der Kinetik-Analyse der Software als slope 
bestimmt) interessant.  
 
Abbildung 2-1: Zeitverlauf der Kalziummessung: 
Bei 30 s wird die Aufzeichnung gestartet und bei 60 s die 
Stimulation durchgeführt. Zur Kontrolle wird nach 180 s 
Ionomycin zugegeben. Insgesamt wird über einen Zeitraum 
von 255 s aufgezeichnet. Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt 
der jeweiligen Zugabe der Stimulanzien an. 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.13 Untersuchung der Genexpression 
2.13.1 RNA-Isolierung und DNase-Behandlung 
Die Extraktion der RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit nach dem entsprechenden Proto-
koll von Qiagen durchgeführt. Die Reagenzien RLT, RW1 und RPE waren Teil des Kits. Die 
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Isolierung und alle Zentrifugationsschritte (13000 rpm) erfolgten bei RT; alle verwendeten 
Materialen waren steril und RNase-frei. 
Die Zellen wurden nach der Partikelexposition mit PBS gewaschen, trypsiniert und bei 
1500xg zentrifugiert. Nach wiederholtem Wasch- und Zentrifugationsschritt wurde das Zell-
pellet in 600 µl RLT Puffer resuspendiert. Das Lysat wurde auf eine QIAshredder-Säule über-
führt und für 2 min zentrifugiert. Das homogenisierte Lysat wurde mit 600 µl 70%igem Etha-
nol versetzt und durchmischt. Im Anschluss wurde das Ethanol-Zelllysat-Gemisch in zwei 
Schritten auf die Silica-Membran der RNAeasy Mini-Säule geladen und für 1 min zentrifu-
giert. Nach Zugabe von 350 µl RW1 und erneuter einminütiger Zentrifugation wurde er 
Durchlauf verworfen. Um eine mögliche Kontamination mit DNA zu verhindern, wurde nun 
eine DNase-Behandlung durchgeführt. Hierzu wurden 75 µl DNaseI-Lösung (~17 U, verdünnt 
in RDD-Puffer) direkt auf die Säule gegeben und anschließend 15 min bei RT inkubiert. Da-
nach erfolgten erneut die Zugabe von 350 µl RW1 sowie eine einminütige Zentrifugation. Der 
Durchlauf wurde verworfen und die Säule für den weiter n Prozess in ein neues Reaktionsge-
fäß transferiert. Anschließend wurden zweimal 500 µl RPE auf die Säule gegeben und je 
1 min zentrifugiert. Zum Trocknen der Säule wurde di  letzte Zentrifugation wiederholt. Im 
Anschluss daran wurde die Säule in ein neues Reaktionsgefäß überführt, 15 µl HPLC-Wasser 
direkt auf die Membran gegeben und jeweils 2 min inkubiert und zentrifugiert. Dieser Vor-
gang wurde zum vollständigen Eluieren der RNA wiederholt. 
Die Konzentration und Reinheit der isolierten RNA wurde mit dem Spektrophotometer Na-
noDrop®-1000 kontrolliert. Zum zusätzlichen Überprüfen der Qualität der RNA-Lösung 
wurde eine Gelelektrophorese mit einem 1%igen Agarosegel durchgeführt. 
2.13.2 cDNA-Synthese 
Um die für die PCR nötige cDNA von der in der RNA-Lösung enthaltenen mRNA zu synthe-
tisieren, wurde die M-MLV Reverse Transcriptase (M-MLV-RT) eingesetzt. Zu Beginn wur-
de zu jedem Ansatz, bestehend aus 2-3 µg RNA aufgefüllt auf 24,4 µl mit HPLC-Wasser, 1 µl
Random-Hexamere (0,5 µg/µl) zugegeben und 10 min bei 70°C inkubiert. Nach Abkühlen der 
Proben wurden 9,6 µl des zuvor pipettierten Mastermixes hinzugefügt. Pro Ansatz bestand 
dieser Mastermix aus 7 µl 5x M-MLV-RT-Puffer, 1,1 µl 10 mM dNTPs, 0,5 µl RNasin und 1 
µl M-MLV-RT (200 U/µl). Nach einer Stunde Inkubation bei 42°C und anschließender fünf-
minütiger Inaktivierung der M-MLV-RT bei 95°C wurde die cDNA bei –20°C gelagert. Um 
die Synthese zu überprüfen, erfolgte die Durchführung einer PCR mit Primern für ß-Aktin. 
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2.13.3 Primer bzw. Primerdesign 
Um geeignete Primer für die im PCR Array regulierten Gene zu wählen, wurden bei der NCBI 
Entrez Nucleotide Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide 
&itool=toolbar) die Sequenzen der Gene gesucht und mit Hilfe der Programme Primer3 
(http:// frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cgi) und Beacon Designer 7 (Premier 
Biosoft, Palo Alto, USA) die Primer kreiert. Der Schmelzpunkt sollte zwischen 59°C und 
61°C, der GC-Gehalt 40% bis 60%, die Primerlänge 20 bp bis 24 bp und die Länge des ent-
stehenden PCR-Produkts 100 bis 300 bp betragen.  
Um die Qualität der ermittelten Primer zu überprüfen, wurde bei NCBI nucleotid-nucleotid 
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast) nach Sequenzübereinstimmungen mit 
anderen Genen gesucht und mit dem Internetprogramm IDT SciTools Oligo Analyzer 
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx) auf die uner-
wünschte Bildung von Haarnadelstrukturen, Homo- und Heterodimeren hin untersucht. 
 
Tabelle 2-6: Verwendete Primerpaare für die realtime RT-PCR 
Gen               Sequenz des Primerpaares (von 5’ nach 3’) Produktlänge 
in bp 
Rpl13a GAGGGCATCAACATTTCTGG                 CACCATCCGCTTTTTCTTGT 243 
Lama3 CCGAGGACGCTGTGTTTTAT                AGTTTGGGAAGGGAGCATTT 266 
Timp1 TCTGGCATCCTCTTGTTGCT                      CGGAAACCTGTGGCATTT 220 
Mmp9 GTCTTCCCCTTCGTCTTCCT                   GCTGGATGCCTTTTATGTCG 281 
Col8a1 TGTTCATCCTTTCCCTGAGC                   CACTTCCTTGCCCACTCTTG 269 
Tgfbi GGGACAAACTGGAAGTCAGC             GGGCAAGTCGCATAGAACTC 234 
Hmox1 GGCTGTGAACTCTGTCTC                           GGCATCTCCTTCCATTCC 146 
 
Zur Optimierung der PCR-Reaktion wurde in einem ersten Versuch die MgCl2-Konzentration 
im Bereich 2 bis 6 mM variiert. Die optimale MgCl2-Konzentration wurde anhand eines frü-
hen CT-Wertes und der Qualität der Schmelzkurve (nur ein sichtbarer Peak) bestimmt und in 
allen folgenden PCRs eingesetzt. Dabei handelte es sich bei allen Primern um 2 mM MgCl2. 
Um zu überprüfen, ob es sich um die korrekte PCR-Produktlänge handelt und ob eine nicht 
erwünschte Amplifikation von Nebenprodukten stattgefunden hatte, wurden 5 µl des Amplifi-
kats auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen und mit Silber angefärbt. Zum Größenvergleich 
wurde eine 100 bp DNA-Leiter aufgetragen. 
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Des Weiteren wurde die Primereffizienz mit einer Verdünnungsreihe des PCR-Produkts be-
stimmt. Die Verdünnungen 1/103 bis 1/107 wurden in einer Doppelbestimmung mittels realti-
me RT-PCR amplifiziert. Aus dem Anstieg der entstandenen Geraden der CT-Werte berechnet 
sich die Effizienz (E) nach folgender Gleichung:  
E = 10 (-1/Anstieg der Geraden) 
Die optimale Effizienz beträgt 2; alle verwendeten Primerpaare (Tab. 2-6Tabelle 2-6) hatten 
eine Effizienz von ca. 2.  
2.13.4  Realtime RT-PCR 
Bei der realtime RT-PCR handelt es sich um eine semiquantitative Form der PCR. Um den 
Verlauf der PCR-Reaktion verfolgen zu können, wird dem Reaktionsansatz (Tab. 2-7Tabelle 
2-7) ein Fluoreszenzfarbstoff zugegeben, in diesem Fall SYBR Green. Dieser Farbstoff fluo-
resziert durch Interkalation in doppelsträngige DNA. Je mehr PCR-Produkt entsteht, desto 
höher ist die Fluoreszenz, die detektiert werden kann. Je eher der Anstieg der Fluoreszenzin-
tensität in die exponentielle Phase übergeht, desto mehr cDNA des zu untersuchenden Gens 
ist im Ansatz vorhanden. Zum internen Abgleich der Proben wurde immer das Housekeeping 
Gen Rpl13a mitbestimmt (Tian et al. 2007).  
Tabelle 2-7: PCR-Pipettierschema  
  pro Ansatz in µl 
10 x Taq-Puffer (mit SYBR green) 2,0 
50 mM MgCl2 0,8 
10 mM dNTPs 0,5 
Rox Dye 0,4 
10 µM Vorwärtsprimer 1,0 
10 µM Rückwärtsprimer 1,0 
Platinum® Taq DNA Polymerase 0,1 
H2O 13,2 
cDNA 1,0 
∑ 20,0 
 
Wie schon bei der cDNA-Synthese wurde ein Mastermix (ohne cDNA) für alle Proben zu-
sammen hergestellt. Es wurde für jede Probe eine Doppelbestimmung durchgeführt.  
Die Amplifizierung verlief nach folgendem Programm: 
Zyklen  Dauer   Temperatur 
1   3 min   95°C 
40   10 s   95°C  
   10 s   60°C 
   30 s   72°C  Detektion von SYBR Green 
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Im Anschluss wurde der Schmelzpunkt des PCR-Produkts bestimmt, indem beginnend bei 
65°C die Temperatur schrittweise um 2°C pro Minute bis 95°C erhöht und die abnehmende 
Fluoreszenz gemessen wurde. Das Programm berechnete a hand der ersten Ableitung der 
entstandenen Kurve den Schmelzpunkt. Somit konnte die Reinheit des PCR-Fragments über-
prüft werden. Insgesamt wurden drei bis fünf voneinander unabhängige Experimente pro Ver-
suchsansatz durchgeführt. 
2.13.5 Auswertung der realtime RT-PCR 
Die mathematische Auswertung der realtime PCR erfolgte mit der ∆∆CT-Methode, verein-
facht nach Pfaffl (Pfaffl 2001). Bei dieser Methode w rden die Werte (CT- Werte), bei denen 
die Kurven den Schwellenwert (ein festgelegter Rn-Wert) schneiden, miteinander verglichen. 
Der Schwellenwert liegt im Bereich des exponentiellen Anstiegs der Fluoreszenzstärke und 
wird mittels der Geräte-Software (7300 System SDS Software Version 1.3.1) bestimmt. Die 
CT-Werte der Doppelbestimmung werden gemittelt. Als erstes wird für jede Probe der CT-
Wert des untersuchten Gens mit dem des Housekeeping Ge s (HKG) verrechnet  
(∆CT = CT untersuchtes Gen - CT HKG), 
mit diesem Wert kann nun der Unterschied zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen 
ermittelt werden   
(∆∆CT =∆CT Behandlung -∆CT Kontrolle). 
Um das Regulationsniveau zu berechnen, verwendet man folgende Formel:   
R = 2 –∆∆CT. 
2.13.6 PCR-Array zu Molekülen der Extrazellulären Matrix u nd Adhäsion  
Bei diesem PCR-Array handelt es sich um eine 96-Well Platte, die Primerpaare für 84 zu un-
tersuchende Gene (Wells A1 bis G12) und für 5 HKG (H1 bis H5) enthält (siehe Anhang Tab. 
8-1). Außerdem beinhaltet die Platte Primerpaare zur Kontrolle für DNA-Verunreinigung 
(H6), für die cDNA-Synthese (H7 bis H9) und für die PCR (H10 bis H12). Jeweils eine Platte 
wurde für eine Kontrolle bzw. Behandlung verwendet. 
 
Für den PCR-Array wurden alle Schritte mit den von SABiosciences empfohlenen Kits nach 
den vorgegebenen Protokollen durchgeführt: 
RNA-Isolierung: RT 2 qPCR-Grade RNA Isolation Kit 
cDNA-Synthese: RT 2 PCR Array First Strand Synthesis Kit 
PCR Array: Rat Extracellular Matrix and Adhesion Molecules RT2 Profiler PCR Array 3.0 
(A-Format) mit RT 2 Real - Time SYBR Green/ROX PCR Master Mix 
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Für die Wiederholungsexperimente wurden Zellen der gl ichen Passage verwendet. Alle 
Zentrifugations- und Arbeitsschritte während der RNA-Isolierung erfolgten bei RT. Die Zel-
len wurden in kleinen Zellkulturflaschen (T25) kultiviert, nach 96 h Partikelexposition mit 
PBS gewaschen, trypsiniert, in ein Falcon-Röhrchen überführt und bei RT und 1500 rpm für 
5 min zentrifugiert. Nach wiederholtem Wasch- und Zentrifugationsschritt wurde das Zellpel-
let entweder bei -80°C eingefroren oder sofort mit 350 µl Lysepuffer (Bezeichnung im Kit: 
G6) versetzt und gemischt. Das Lysat wurde auf die Filtersäule gegeben und 1 min bei 
11.000xg zentrifugiert. Diese Säule wurde verworfen; der Durchlauf mit 350 µl 70%igem 
Ethanol vorsichtig vermischt und auf die Spin Säule geladen. Es folgte ein weiterer Zentrifu-
gationsschritt für 30 s mit 11.000xg. Anschließend wurde der Durchlauf wieder verworfen, 
dann 350 µl Entsalzungspuffer (G15) zugegeben und 1 min bei 11.000xg zentrifugiert. Nach 
Verwerfen des Durchlaufs erfolgte die DNase-Behandlu g. Pro Probe wurden dafür 10 µl 
DNase und 90 µl DNase-Reaktionspuffer zusammenpipettiert und direkt auf die Membran der 
Säule appliziert. Nach einer 15-minütigen Inkubation wurden 200 µl Pre-Waschpuffer (G16) 
zugegeben und für 30 s bei 11.000xg zentrifugiert. Danach folgten zwei weitere Waschschrit-
te mit jeweils 600 µl und 250 µl Waschpuffer (G17 mit Ethanol) für 30 s bzw. 3 min bei 
11.000xg. Im Anschluss daran wurde die RNA eluiert, indem 20 µl RNase freies Wasser auf 
die Säule gegeben, 1 min bei RT inkubiert und 1 min11.000xg zentrifugiert wurde. Dieser 
Vorgang wurde wiederholt. Zur Qualitätskontrolle der RNA-Lösung wurden die Proben mit 
dem Photometer Nanodrop vermessen. Dabei sollten folgende Parameter erfüllt sein: 
1: Ratio 260nm/230nm sollte größer als 1,7 sein 
2: Ratio 260nm/280nm sollte größer als 2.0 sein 
3: Konzentration bei 260 nm sollte größer als 4 µg/ml sein 
Zusätzlich wurden die RNA-Proben auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und elektrophore-
tisch aufgetrennt. 
Erfüllte die RNA die Qualitätskriterien, erfolgte die cDNA-Synthese. Dabei wurden 2 µg 
RNA mit 2 µl 5xEliminationspuffer (GE) versetzt und mit RNase freiem Wasser auf 10 µl 
aufgefüllt. Nach 5 minütiger Inkubation bei 42°C und sofortiger Abkühlung auf Eis für 1 min 
wurden 10 µl des Reverse-Trankriptase-Mix (pro Probe: 4 µl Puffer (BC3), 1 µl Kontrollmix 
(P2), 2 µl Reverser Transkriptase (RE3) und 3 µl Wasser) zugegeben und 15 min bei 42°C 
inkubiert. Anschließend erfolgte die Denaturierung für 5 min bei 95°C. Nach Zugabe von 
91 µl Wasser zu jedem cDNA-Ansatz lagerten die Proben bei -20°C.  
Für die Durchführung des PCR Arrays wurde zu 102 µl cDNA 1275 µl SYBR Green 
Mastermix und 1173 µl Wasser pipettiert. Davon wurden mit Hilfe einer Mehrkanalpipette 
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25 µl in jedes Well der Array-Platte gegeben und die Platte mit einer dafür vorgesehenen 
PCR-Folie verschlossen. Die PCR verlief nach folgendem Programm im realtime PCR-Gerät: 
Zyklen   Dauer   Temperatur 
1   10 min   95°C 
40   15 s   95°C  
   1 min   60°C  Detektion von SYBR Green 
 
Im Anschluss wurde der Schmelzpunkt des PCR-Produkts bestimmt (siehe realtime RT-
PCR). Die Auswertung erfolgte ebenfalls, wie bei der realtime RT-PCR, nach der ∆∆CT-
Methode mit dem Unterschied, dass die CT-Werte aller fünf HKG vor der Berechnung des 
∆CT HKG gemittelt wurden. 
2.14 Statistische Auswertung 
Quantitative Resultate wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte mit dem Ausreißer-Test nach Grubbs sowie mit einer einfaktoriel-
len Varianzanalyse (One-Way-ANOVA) mit anschließendm Dunnett´s-Test bzw. mit einer 
multifaktoriellen Analyse (Two-Way ANOVA) und Bonferroni post-Test. P-Werte ≤ 0,05 
wurden als signifikant betrachtet. Die Signifikanzniveaus wurden mit * für p ≤ 0,05, ** für p 
≤ 0,01 und *** für  p ≤ 0,001 gekennzeichnet.  
2.15 Experimentelle Besonderheiten bzw. Grenzen im Umgang mit Nano-
partikeln 
Im Bereich der Nanotoxikologie gibt es einige Besonderheiten während der experimentellen 
Arbeit, die man beachten muss. Dies wurde schon von einigen Arbeitsgruppen beschrieben 
(Doak et al. 2009; Schulze et al. 2008). Dazu zählen zum einen die Wechselwirkungen mit 
Farbreagenzien und Fluoreszenzfarbstoffen. Für bestimmte kohlenstoffbasierte NP konnte 
beispielsweise eine Interaktion mit MTT und diversen anderen colorimetrischen Assays nach-
gewiesen werden (Doak et al. 2009). Außerdem wurde ein Quenchen verschiedener Fluores-
zenzfarbstoffe durch Nanopartikel gezeigt. Um mögliche Artefakte auszuschließen, wurden 
daher in dieser Arbeit eine Reihe verschiedener Tests mit dem gleichen Ziel angewendet.  
Ein weiteres Problem stellte die vollständige Sterilisierung der Partikel und die Kontrolle auf 
Endotoxine dar (Schulze et al. 2008). Für die vorliegende Arbeit wurden die Partikelsuspensi-
onen autoklaviert. 
Da die Nanopartikel-Pulver mit der Zeit einem Oxidationsprozess unterliegen, die Pulver so-
zusagen „altern“, sind die hergestellten Suspensionen nicht ganz identisch, was zu Abwei-
chungen in den Ergebnissen führen kann. Außerdem komt es in der Partikelsuspension zu 
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Lösungsreaktionen, d. h. man muss die Konzentration der Ionen, die sich aus den Partikeln 
herauslösen, mit bedenken. Das führt teilweise zu einer kurzen Verwendungszeit der Suspen-
sionen.  
Des Weiteren verhinderte die Agglomerisierung und das Absinken der Partikel aufgrund ihrer 
Masse die Exposition von akuten Hippokampus-Schnitten und organotypischen hippokampa-
len Schnittkulturen in Transwell-Systemen (Schnitte an der Grenzfläche von Luft zum Medi-
um). Roesems et al. konnten belegen, dass toxische Effekte von WC-Co-Partikeln nur bei 
direktem Kontakt der Zellen mit den Partikeln auftraten (Roesems et al. 2000). Eine elektro-
nenmikroskopische Untersuchung zeigte keinerlei Partikel in den hippokampalen Schnitten 
bzw. Schnittkulturen, so dass elektrophysiologische Testmessungen und TUNEL-Färbungen 
an den Schnitten ohne Ergebnis blieben und nicht weiterv rfolgt werden konnten.  
2.16 Material 
Im Folgenden ist eine Übersicht über alle verwendeten Chemikalien, Materialien und Geräte 
zu finden, mit denen die beschriebenen Experimente durchgeführt wurden. 
2.16.1 Verwendete Puffer 
Kalziummesspuffer:  5 mM HEPES Natriumsalz, 130 mM NaCl,  
10 mM D-Glukose, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2,  
1,25 mM CaCl2 
2.16.2 Chemikalien 
Chemikalie Vertrieb 
100 bp DNA-Standard New England Biolabs, Ipswich, UK 
3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
Tetrazoliumbromid (MTT) 
Sigma, Steinheim 
4% Formaldehyd, neutral gepuffert SAV LP, Flintsbach . Inn 
Aceton Merck – VWR International GmbH, Darmstadt 
Adenosintriphosphat (ATP) Sigma, Steinheim 
Agarose (MEEO bzw. LMP) Amresco, Solon, Ohio 
Alamar Blue ™  BioSource Europe, S.A., Nivelles, Belgium 
Alexa Fluor® 568 phalloidin Molecular Probes, Inc., Eugene, OR 
Ammoniumchlorid Sigma, Steinheim 
Annexin-V-FITC Medac, Wedel 
Annexin-V-FITC Bindepuffer BD PharMingen™, Heidelberg 
Antibiotika/Antimykotika (Penicillin 10000 U/ml, 
Streptomycinsulfat 10 mg/ml, Amphotericin B 25 
µg/ml ) 
PAA, Pasching, Österreich 
Aqua Poly/Mount Polysciences, Inc, Warrington, USA 
B27 Supplement GIBCO® Invitrogen, Karlsruhe 
BSA Sigma, Steinheim 
Calciumchlorid-Dihydrat Merck – VWR International GmbH, Darmstadt 
Campthotecin Sigma, Steinheim 
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CCK-8 Dojindo, Japan 
Citrat Sigma, Steinheim 
Cobaltchlorid Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 
Cytochalasin D BioChemica, Applichem, Darmstadt 
D-Glukose Sigma, Steinheim 
Dimethylsulfoxid (Cryo Sure-DMSO) WAK-Chemie Medical GmbH, Steinbach 
Dimethylsulfoxid (DMSO) SERVA Electrophoresis GmbH, eidelberg 
DMEM 4,5 g/l Glukose mit Phenolrot PAA, Pasching, Österreich 
DMEM 4,5 g/l Glukose ohne Phenolrot GIBCO® Invitrogen, Karlsruhe 
DNAse lyophilized powder Sigma, Steinheim 
dNTP Invitrogen, Karlsruhe 
Draq5 Biostatus Limited, Leicestershire, UK 
Eosin Sigma, Steinheim 
Essigsäure Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Ethanol J.T. Baker, Deventer, Holland 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Ethylendiamin tetraessigsäure (EDTA) SERVA Electroph resis GmbH, Heidelberg 
Fluo-4/AM Molecular Probes, Inc., Eugene, OR 
Fötales Kälberserum (FBS Superior) Biochrom AG, Berlin 
Fura-2/AM Molecular Probes, Inc., Eugene, OR 
Giemsa G3032 Sigma, Steinheim 
Glutaraldehydlösung, 25% SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
GSA-Lektin 
freundlicherweise bereitgestellt von der Abt. Neuro-
physiologie, PFI Leipzig 
Ham´s F-12 PAA, Pasching, Österreich 
Hämatoxilin Sigma, Steinheim 
Hanks balanced salt´s solution PAA, Pasching, Österreich 
Hanks balanced salt´s solution powder Sigma, Steinheim 
HEPES Natriumsalz Sigma, Steinheim 
Histogreen 
Linaris Biologische Produkte GmbH, Wertheim-
Bettingen 
Hoechst Molecular Probes, Inc., Eugene, OR 
HPLC-Wasser J.T. Baker, Deventer, Holland 
Interleukin-3 Rat Recombinant Tebu-bio GmbH, Offenbach 
Ionomycin Sigma, Steinheim 
Isopropanol Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
JC-1 Biotium, Hayward, USA 
Kaliumchlorid Merck – VWR International GmbH, Darmstadt 
Kaninchenserum Sigma, Steinheim 
Kernechtrot Sigma, Steinheim 
L-Glutamin 200 mM (100x) PAA, Pasching, Österreich 
Natriumwolframat-Dihydrat Sigma, Steinheim 
Magnesiumchlorid-?hydrat Merck – VWR International GmbH, Darmstadt 
May-Grünwald MG500 Sigma, Steinheim 
MEM-Pulver GIBCO® Invitrogen, Karlsruhe 
Methanol J.T. Baker, Deventer, Holland 
Methylgrün Sigma, Steinheim 
N, N, N´, N´-Tetramethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
Natriumchlorid Merck – VWR International GmbH, 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
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Natriumhexametaphosphat Merck – VWR International GmbH, Darmstadt 
Natriumhydrogen Bicarbonat Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Natriumhydroxid Merck – VWR International GmbH, Darmstadt 
Neurobasalmedium GIBCO® Invitrogen, Karlsruhe 
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 
PBS ohne Ca2+/Mg2+ PAA, Pasching, Österreich 
Permount Slide Mounting Fluid The Science Company, Denver, USA 
Pferde-Serum PromoCell GmbH, Heidelberg 
Pluronic F-127 Molecular Probes, Inc., Eugene, OR 
Poly-L-Lysin Biochrom AG, Berlin 
Propidiumiodid Staining Solution (50µg/ml) BD Pharmingen, Heidelberg 
Rox Reference Dye Invitrogen, Karlsruhe 
SYBRGreen Sigma, Steinheim 
Trisbase Sigma, Steinheim 
Triton X-100 Sigma, Steinheim 
Trypsin powder Sigma, Steinheim 
Trypsin/EDTA-Lösung 0,5%/0,2% (10x) PAA, Pasching, Österreich 
Tween® 20 SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Valinomycin Sigma, Steinheim 
Vectashield mounting medium Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien, USA 
Wasserstoffperoxid Merck – VWR International GmbH, Darmstadt 
Xylol Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Ziegen-Serum PromoCell GmbH, Heidelberg 
 
2.16.3 Antikörper 
Primärantikörper Vertrieb 
Goat Anti-CNPase Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 
Mouse Anti-ED1 AbD Serotec, Oxford, UK 
Mouse Anti-GFAP Chemicon, Millipore, Billerica, USA 
Mouse Anti-Neuron-specific beta-III Tubulin mAB R&D Systems, Minneapolis, USA 
Novocastra™ Liquid Mouse Monoclonal Antibody 
Ki67 Antigen 
NOVOCASTRA Laboratories Ltd, Newcastle, UK 
Rabbit Anti-Cleaved Caspase 3(Asp175) Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, USA 
Sekundärantikörper  
AlexaFluor Rabbit-anti-Goat IgG 488 Molecular Probes, Inc., Eugene, OR 
AlexaFluor Goat-anti-Mouse IgG 546 Molecular Probes, Inc., Eugene, OR 
Goat-Anti-Mouse-Cy3 Dianova, Hamburg 
Goat-anti-rabbit Biotin Dako, Glostrup, Dänemark 
2.16.4 Kits 
Kit Vertrieb 
ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection 
Kit 
Chemicon, Millipore, Billerica, USA 
Cell Proliferation ELISA, BrdU (chemoluminescent)  Roche Applied Science, Mannheim 
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)  Roche Applied Science, Mannheim 
2 MATERIAL UND METHODEN 
51  
Image-iT ® Live Green ROS Detection Kit Molecular Probes, Inc., Eugene, OR 
MicroBC Assay Protein Quantitation Kit  Uptima/ Interchim, Montluçon, Frankreich 
QIAshredder Qiagen, Hilden 
Rat Extracellular Matrix and Adhesion Molecules RT2 
Profiler PCR Array 3.0 (A-Format) 
SABiosciences, Frederick, USA 
RNAeasy ® Mini Kit Qiagen, Hilden 
RNase-Free DNase Set Qiagen, Hilden 
RT 2 PCR Array First Strand Synthesis Kit SABioscien s, Frederick, USA 
RT 2 qPCR-Grade RNA Isolation Kit SABiosciences, Frederick, USA 
RT 2 Real - Time SYBR Green/ROX PCR Master Mix SABiosciences, Frederick, USA 
Vectastain-Elite-ABC Kit Standard Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien, USA 
2.16.5 Oligonukleotide 
Alle Primer-Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon in Ebersberg bezogen. Die 
Random Primers für die cDNA-Synthese waren von Promega. 
2.16.6 Enzyme 
Enzym Vertrieb 
ApopTag® TdT Enzyme Chemicon, Millipore, Billerica, USA 
M-MLV-Reverse Transkriptase Promega, Mannheim 
Platinum. ®. Taq DNA Polymerase Invitrogen, Karlsuhe 
Rnasin Ribonuclease Inhibitor Promega, Mannheim 
2.16.7 Materialien 
Materialien Vertrieb 
Chamberslides  Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold 
Deckgläser 24 mm A. Hartenstein GmbH, Würzburg / Versbach 
Filterpapier Whatman, Maldstone, UK 
Infusionsbestecke Helbig Medizintechnik, Neuenstadt am Kocher 
Kanülen Helbig Medizintechnik, Neuenstadt am Kocher 
Microtest 96 well Assay plate, Optilux (schwarz) BD - VWR International GmbH, Darmstadt 
Millicell Millipore Membran, 0,4 µm, 30 mm Millipore, Billerica, USA 
Nylon-Zellsieb (Porengröße 100 µm) BD FalconTM, Franklin Lakes, New Jersey, USA 
Petrischalen Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Poly-L-Lysin beschichtete Zellkulturplatten 
BD Biocoat™, BD Bioscience, Franklin Lakes, New 
Jersey, USA 
SFCA (surfactant free cellulose acetat) Filter (0,2 µm) Corning, New York, USA 
Thermanox™ Coverslips Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold 
weiße Zellkulturplatten PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA 
Zellkulturflaschen Cellstar® Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Zellkulturplatten Greiner Bio-One, Frickenhausen 
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2.16.8 Laborgeräte 
Geräte Vertrieb 
Achrostigmat Ölimmersionsobjektiv 40fach Carl Zeiss AG, Oberkochen 
AlphaImager™ Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf 
Autoklav H+P Varioklav 135S H+P Labortechnik GmbH, Oberschleissheim 
Axioskop2-mot-Lichtmikroskop  Carl Zeiss AG, Oberkochen 
Begasungsbrutschrank Thermo BBD 6220 Heraeus, Gera 
Durchflusszytometer FACS Calibur Becton Dickinson, Heidelberg 
Elektrophoresekammer für Agarosegele Biometra, Göttingen 
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M Carl Zeiss, Jena 
Fluoreszenzphotometer: Wallac 1420 Victor multila-
bel counter 
PerkinElmer Life And Analytical Sciences, Inc.,  
Waltham, Massachusetts, USA  
Konfokales Laserscanning Mikroskop Leica TCS SP5 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar 
Lichtmikroskop TELAVAL 31 Carl Zeiss AG, Oberkochen 
Luminometer Mithras LB 940 Berthold Technologies,  
NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000 peglab Biotechnolgie GmbH, Erlangen 
Plattenlesegerät Tecan Infinite® 200 Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz 
Pumpe PM 12617-86 Biometra, Göttingen 
Realtime PCR-Gerät: 7300 Real Time PCR System Applied Biosystems, Foster City, USA 
Sterilbank Heraeus, Gera 
Thermocycler T3 Biometra, Göttingen 
Thermomixer compact Eppendorf AG, Hamburg 
Tissue Chopper McIlwain 
Ultraschallbad: Sonorex Digitec Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin 
Vortexer Merck, Darmstadt 
Wipptisch WT-16 Biometra, Göttingen 
Zentrifuge AvantiTM J-30 I Beckman, Krefeld 
Zentrifuge Biofuge primoR Heraeus, Gera 
Zentrifuge Labofuge 400R Heraeus, Gera 
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3 Ergebnisse 
Im Bereich der Nanotoxikologie standen die Lungenschädigungen bisher immer im Vorder-
grund. Seit bekannt ist, dass Nanopartikel (NP) im Körper verteilt werden und zudem das 
Gehirn erreichen können, gerät zunehmend auch die Neuro- und Gliotoxizität von Nanomate-
rialien ins Blickfeld der Studien.  
Mit einigen synthetischen NP, so auch WC-Hartmetalln, kommen vor allem die Arbeiter in 
den produzierenden Fabriken in Kontakt, dort aber in z. T. beachtlichen Mengen und über 
längere Zeiträume, was prinzipiell zu einer Akkumulation, auch im Gehirn, führen könnte. 
Für den Arbeitsschutz wie auch für den Endverbraucher nanotechnologischer Produkte ist 
daher eine Einschätzung des toxischen Potentials unerlässlich. Die vorliegende Arbeit hatte 
deswegen die Untersuchung der Neuro- und Gliotoxizität von WC- und WC-Co-NP zum Ziel. 
Dafür wurden Experimente mit primären Neuronen und Gliazellen der Ratte durchgeführt. 
Um die Ergebnisse dieser Arbeit mit vorhandenen Daten (aus toxikologischen i  vitro Expe-
rimenten mit WC- und WC-Co-Partikeln) zu vergleichen, lagen die in dieser Arbeit gewähl-
ten NP-Konzentrationen im allgemein eingesetzten Bereich von 1 bis 100 µg/ml. Diese Kon-
zentrationen übersteigen die gemessenen Urin- und Blutwerte der belasteten Arbeiter ver-
schiedener Studien, tragen aber einer eventuell auftretenden Akkumulation in peripheren Ge-
weben Rechnung.  
3.1 Bestätigung des Phänotyps der primären Zellkulturen 
Im Rahmen der Arbeit sollten Primärkulturen von Neuronen, Astrozyten und Mikroglia unter-
sucht werden. Um abzusichern, dass diese Primärkultu en überwiegend den gewünschten 
Zelltyp aufwiesen, wurden Immunfluoreszenzfärbungen mit zellspezifischen Markern durch-
geführt (Abb. 3-1): Astrozyten mit GFAP-Antikörpern, Neuronen mit ß-III Tubulin-
Antikörpern und Mikroglia mit GSA-Lektin. 80-90% der Zellen der Primärkulturen entspra-
chen dem erwarteten Phänotyp. Für das Wachstum neuronale  Kulturen waren vereinzelte 
Astrozyten in der Kultur notwendig. Die Ausbeute an Mikroglia war bei jeder Präparation 
sehr gering, sodass einige Experimente nicht mit Mikroglia durchgeführt wurden. Der Phäno-
typ der Mikroglia in Kultur entsprach dem des aktivierten Zustands, d. h. es waren kaum Fort-
sätze sichtbar (Verkhratsky und Butt 2007). 
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Abbildung 3-1: Nachweis des Phänotyps der Primärkulturen aus der Ratte:  
GFAP-Immunfluoreszenzfärbung einer Astrozytenkultur (A), ß-III Tubulin-Immunfluoreszenzfärbung einer 
Neuronenkultur (B) und GSA-Lektin-Färbung einer Mikrogliakultur, Pfeile zeigen positiv markierte Zellen an 
3.2 Aufnahme der WC- und WC-Co-Partikel in die Zellen  
3.2.1 Nachweis der Partikel in den Zellen 
Zu Beginn der toxikologischen Tests musste geprüft werden, ob die Nanopartikel (NP) tat-
sächlich in die Zellen gelangen und ob sie in den Zllen identifiziert werden können. Dazu 
wurden verschiedene Methoden angewendet. Mit Hilfe der Lichtmikroskopie konnten die 
grobe Verteilung der NP in den Zellen und die morphlogischen Veränderungen nach Exposi-
tion einfach und schnell charakterisiert werden. Die Elektronenmikroskopie gab die Möglich-
keit, die Lokalisation in der Zelle genauer zu bestimmen und mittels einer Elementanalyse 
(EDX) Wolfram in den dort sichtbaren Partikeln zu identifizieren. ICP-MS-Messungen er-
möglichten es, Cobalt in den Zellen nachzuweisen. Mittels Durchflusszytometrie wurde der 
Versuch einer relativen Quantifizierung der NP-Aufnahme unternommen. 
Lichtmikroskopie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-2: HE-Färbung von exponierten OLN-93 Zellen:  
72-stündige Exposition mit A: 33 µg/ml WC-Co, B: 30 µg/ml WC 100na und C: Kontrollbehandlung 
A B C 
200 µm 
A B C 
200 µm 200 µm 200 µm 
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Abbildung 3-3: HE-Färbung von exponierten Astrozyten:  
72-stündige Exposition mit A: 33 µg/ml WC-Co, B: 30 µg/ml WC 100na und C: Kontrollbehandlung 
 
Die HE-Übersichtsfärbungen der exponierten OLN-93 (Abb. 3-2) und Astrozyten (Abb. 3-3) 
zeigten deutlich morphologische Änderungen durch eine WC-Co-Exposition. Die Zellen wa-
ren zum Teil größer und weniger kompakt bzw. ausgestreckter. Außerdem ließ sich an der 
verminderten Konfluenz der Zellen nach WC-Co-Expositi n der toxische Effekt dieser NP 
erkennen. Bei Behandlung mit WC 100na unterschied sich die Morphologie der Zellen dage-
gen kaum von Zellen mit der Kontrollbehandlung. Gut sichtbar war die Anordnung der NP- 
Agglomerate (einzelne NP sind im Lichtmikroskop nicht zu erkennen) um den Zellkern.  
Anhand von GSA-Lektin-Färbungen von Mikroglia-Kulturen konnte ebenfalls die Kolokali-
sierung der Partikel mit Zellen gezeigt werden (Abb. 3-4).  
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-4: Kolokalisation von NP mit Mikroglia:  
GSA-Lektin-Färbung (A) und Lichtmikroskopisches Bild (B) einer Mikroglia-Kultur, inkubiert mit 33 µg/ml 
WC-Co für 24 h, die dunklen Areale in B zeigen die agglomerierten Partikel in den Zellen an. Der Kreis zeigt 
beispielhaft markierte Mikrogliazellen, die NP internalisiert haben. 
Elektronenmikroskopie 
In Abb. 3-5 ist der elektronenmikroskopische Nachweis der Partikel in den Zellen mit Hilfe 
von EDX exemplarisch für die OLN-93 Zellen dargestellt. Im STEM-Bild sind die NP bzw. 
deren Agglomerate als dunkle Bereiche erkennbar (A, C, E). Die Elementanalyse (mit EDX) 
dieser Bereiche lieferte ein charakteristisches Spektrum (B, D, F). Der Wolframpeak in diesen 
EDX-Spektren identifiziert die dunklen Areale der Zellen eindeutig als WC-basierte NP bzw. 
deren Agglomerate. Für alle untersuchten Zellen (OLN-93, AZ und Neuronen) konnte dieser 
Nachweis erbracht werden. Bei keiner der elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnten 
C A B 200 µm 
B A 
200 µm 
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bisher Partikel im Kern entdeckt werden. Des Weitern waren die meisten Partikel als Ag-
glomerate in den Zellen zu finden und von Membranen umgeben. Eine hauptsächliche Loka-
lisation in Zellorganellen konnte nicht beobachtet w rden.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-5: Nachweis der Partikel in OLN-93 Zellen mittels Elektronenmikroskopie: 
Scanning-Transmissionselektronenmikroskopie (STEM)-Bilder von OLN-93 Zellen mit WC 10n (A), WC 100na 
(C) und WC-Co (E) inkubiert, B, D, F: Elementanalyse mit entsprechenden EDX-Spektren, die Spektren zeigen 
u. a. das Element Wolfram an (Pfeile); Quelle: Dr. Armin Springer; MBZ TU Dresden 
ICP-Massenspektrometrie 
Bei den ICP-Massenspektrometrie-Messungen wurden getrocknete OLN-93 Zellen analysiert, 
die auf Objektträgern kultiviert und 72 h mit den WC(-Co)-NP, CoCl2 sowie einer Kombina-
tion aus WC 100na und CoCl2 inkubiert wurden. Mittels ICP-MS wurde anschließend die 
Menge an Cobalt und Wolfram auf den Objektträgern bestimmt (Tab. 3-1). Mit Hilfe der ICP-
MS-Messungen konnten zweifelsfrei Wolfram und Cobalt auf den Objektträgern mit expo-
nierten OLN-93 Zellen nachgewiesen werden. 
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SSC-Bestimmung bei OLN-93 Zellen
nach 3 h Exposition
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Tabelle 3-1: Bestimmung von Wolfram und Cobalt bei OLN-93 Zellen mittels ICP-MS: Cobalt- und Wolf-
rammenge auf Objektträgern (OT) mit OLN-93 Zellen nach 72 h Exposition und anschließender ICP-MS; Max = 
maximal mögliche Menge des Elements in Folge der Exposition der Zellen; Ergebnisse von zwei Experimenten 
 
 ng Cobalt / OT  % von Max ng Wolfram / OT  % von Max 
Wasserkontrolle 3  2  
30 µg/ml WC 100na 23  110000 78,0% 
51 µM CoCl2 44,5 0,3% 12  
WC 100na + CoCl2 47 0,3% 84000 59,6% 
33 µg/ml WC-Co 190 1,3% 120500 85,5% 
Anteil des aufgenommenen Co mit WC-Co – Partikeln  0,15% 
 
Bei den CoCl2 und WC + CoCl2 behandelten OLN-93 Zellen (0,3%) wurde weniger Co auf 
dem Objektträger gemessen als bei WC-Co exponierten Zellen (1,3%), d. h. dass OLN-93 
Zellen mehr Co aufnehmen, wenn es in partikulärer Form zusammen mit WC vorliegt. Dabei 
muss bedacht werden, dass nach einer Inkubation über 72 h mit WC-Co deutlich weniger Zel-
len auf dem Objektträger sind als bei einer WC + CoCl2 Behandlung, so dass der Unterschied 
auf Zellebene vermutlich größer ist, als die Zahlenw rte (Differenz =1%) vermuten lassen. 
Durchflusszytometrie 
Bei der Analyse NP-exponierter Zellen im Durchflusszytometer wurde der Wert für das Seit-
wärtsstreulicht (SSC-H), der die Granularität der Zllen näher bestimmt, als Maß für die Auf-
nahme und Anheftung der NP in bzw. an die Zellen untersucht. Dies wurde schon mit diver-
sen (N)P von anderen Arbeitsgruppen bestätigt (Stringe , Imrich und Kobzik 1995).  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-6: Durchflusszytometrie zum Nachweis der Partikelaufnahme: 
Dot-Plots (A-D) und Histogramm (E) von OLN-93 Zellen nach 3 h WC 100na-, WC-Co- und WC 10n-
Exposition mit anschließender Analyse im Durchflusszytometer, quantitative Auswertung (F) der durchschnittli-
chen SSC-Werte in Bezug zur Kontrolle (=100%): deutlicher Unterschied in der Granularität bei WC 100na u d 
WC 10n exponierten Zellen, Details zur statistischen Auswertung siehe Abschnitt 2.15, S. 46 
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Die Veränderung der Granularität der Zellen war dabei hängig von der Größe der NP (Abb. 
3-6) und der Konzentration (Abb. 3-7) sowie von derExpositionsdauer. WC 100na und WC-
Co (Abb. 3-6B und 3-6C), welche durch eine durchschnittliche Partikelgröße in Suspension 
von 145 nm charakterisiert sind, verursachten eine größere Granularitätsänderung als WC 10n 
(Abb. 3-6D) mit 115 nm, d. h. es gab mehr Zellen mit einem höheren SSC-Wert bei den grö-
ßeren Partikeln, wie in Abb. 3-6 für OLN-93 Zellen deutlich sichtbar ist. Der mittlere SSC-
Wert (bzw. die Granularität) der OLN-93 Zellen nach dreistündiger WC 100na-/WC-Co-NP-
Exposition verdoppelte sich im Gegensatz zur Kontrollbehandlung (Abb. 3-6F). Mit diesem 
Wert kann keine eindeutige Aussage über eine Aufnahme der NP getroffen werden, da auch 
an die Membran der Zelle angeheftete Partikel zu einer Erhöhung der gemessenen Granulari-
tät führen.  
Weiterhin wurde der SSC-Wert für OLN-93 Zellen nach Behandlung mit WC 100na in ver-
schiedenen Konzentrationen ermittelt (Abb. 3-7). Es ergab sich in dem Bereich von  
0-20 µg/ml eine lineare Beziehung zwischen Konzentration und SSC-Wert. Größere Konzent-
rationen verursachten keine weitere Erhöhung der Granularität (Abb. 3-7A), d. h. die Zellen 
haben vermutlich eine maximale Kapazität oder Geschwindigkeit, mit der sie die Partikel auf-
nehmen können.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-7: Konzentrationsabhängigkeit der gemesenen Granularität: 
Beispielhafte Darstellung eines Experiments zur Abhängigkeit des Seitwärtsstreulicht-Werts von OLN-93 Zellen 
von der Konzentration der Partikel im Medium nach 3 h Exposition mit 0-30 µg/ml WC 100na, Korrelati-
on/Regression (A): Polynomisch 2. Ordnung: Y=A+BX+CX², R²=0,9587 
 
Die WC-Co exponierten OLN-93 Zellen wiesen nach sech  Tagen die größte Granularität auf 
(Abb. 3-8A). Da diese Zellen vermutlich weniger proliferierten (geringe Zellzahl ist ein mög-
licher Hinweis darauf – Abb. 3-8B), verblieben mehr NP in den einzelnen Zellen. Abb. 3-8A 
zeigt außerdem, dass es keinen deutlichen Einfluss a f die Granularität hat, ob ein Austausch 
zu partikelfreiem Medium stattfand oder nicht. Obwohl der Nachweis ausgeschiedener Parti-
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kel schwierig ist, lieferte dieser Versuch keine Hinweise darauf, dass Mechanismen der OLN-
93 Zellen existieren, die wieder zum Ausschluss der Partikel aus der Zelle führen. Auch elekt-
ronenmikroskopisch waren nach sechs Tagen mit und oh e Mediumwechsel noch Partikel in 
den Zellen zu finden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-8: Granularität und Zellzahl nach Langzeitexposition: 
Exposition von OLN-93 Zellen mit WC 100na, WC-Co und WC 10n NP über einen Zeitraum von 6 Tagen, bei 
der Hälfte der Zellen wurde nach 3 Tagen zu partikelfrei m Medium gewechselt, anschließende Messung der 
Granularität (A) und Zellzahl (B) im Durchflusszytometer, - - - kennzeichnet das Kontrollbehandlungsniveau 
 
Interessant ist, dass nach sechs Tagen die Granularität der Zellen mit WC 100na und WC 10n 
nahezu gleich ist im Gegensatz zu 1, 3 und 24 h (Abb. 3-9). 
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Abbildung 3-9: Abhängigkeit der Granularität von der Partikelgröße 
Ein- bis 144-stündige Exposition von OLN-93 Zellen mit 30 µg/ml WC 100na und WC 10n und anschließende 
Messung im Durchflusszytometer, bei 1-24 h deutlicher Unterschied zwischen beiden WCs sichtbar trotz ver-
gleichbarer Zellzahl, nach 144 h verursacht eine Exposition mit beiden WCs gleiche Granularitätsveränderung, 
- - - kennzeichnet das Kontrollbehandlungsniveau 
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3.2.2 Einfluss des Zytoskeletts auf die Aufnahme der Partikel 
Der Einfluss des Aktin-Zytoskeletts auf die Aufnahme der Partikel wurde durch die Zugabe 
von Cytochalasin D (CytoD) untersucht. Dabei wurden ie Zellen eine Stunde vor Beginn der 
Exposition mit 5 µM CytoD inkubiert. Im Anschluss an die NP-Exposition wurde die Granu-
larität der Zellen im Durchflusszytometer bestimmt. Da CytoD die Aktinpolymerisation 
hemmt, wird es oft als Inhibitor für aktinabhängige Endozytosevorgänge eingesetzt. So konn-
te ein erster Anhaltspunkt für einen möglichen Aufnahmeweg der NP in die Zellen erhalten 
werden. Da Mikroglia die eigentlich phagozytierende Zellen des Gehirns sind, wurden sie 
bei diesen Versuchen mit untersucht. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-10: Einfluss von Cytochalasin D auf die Granularität von exponierten Zellen 
Dot-Plots (A-D) der Analyse im Durchflusszytometer von WC-Co exponierten OLN-93 Zellen (3 h) mit und 
ohne Cytochalasin D (+/- cd), das rote Rechteck dient zur Veranschaulichung, dass der SSC-Wert der Zellen sich 
leicht verringert, auch im unteren Histogramm (F) sieht man die leichte Verschiebung der roten Kurve (WC-Co 
mit Cytochalasin D) nach links im Gegensatz zur Kontr llbehandlung (E) mit NHMP (=Puffer)  
 
Durch eine Vorinkubation mit CytoD und der damit verbundenen Hemmung aktinabhängiger 
Vorgänge in der Zelle kam es nach 3 und 24 h zu einer Verringerung des durchschnittlichen 
SSC-Werts der OLN-93 Zellen gegenüber einer Exposition ohne CytoD (Abb. 3-11). Dies ist 
beispielhaft für eine 3 h Exposition mit WC-Co-NP in Abb. 3-10 gezeigt. Das Histogramm 
(Abb. 3-10F) demonstriert die verringerte Granularität (SSC-Wert) der exponierten Zellen 
durch eine CytoD-Vorinkubation. Nach einer Stunde führte vermutlich nur eine Anlagerung 
der Partikel an die äußere Membran zu einer höheren G a ularität im Vergleich zur Kontrolle, 
da kein Einfluss von CytoD erkennbar war. Nach 3 h verringerte CytoD den SSC-Wert. Dies 
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deutet auf eine aktinabhängige Internalisierung der Partikel hin. Das konnte mittels Elektro-
nenmikroskopie zusätzlich nachgewiesen werden (Abb. 3-14, S. 64). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-11: Vergleich der Granularität von exponierten OLN-93 Zellen mit Astrozyten 
SSC - Analyse von exponierten OLN-93 Zellen und Astrozyten nach verschiedenen Zeitpunkten mit (grau) und 
ohne (schwarz) einstündige Vorinkubation mit Cytochalasin D, die Granularität von OLN-93 Zellen lässt ich 
nach 3 und 24 h stärker durch Cytochalasin D hemmen als bei Astrozyten, * zeigen Signifikanzen gegenüber der 
Kontrolle, + gegenüber der jeweiligen Behandlung ohne Cytochalasin D 
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Für WC 100na exponierte Astrozyten konnte zu keinem Z itpunkt mittels Durchflusszytome-
ter eine Verringerung der Granularität mit CytoD-Vorinkubation beobachtet werden (Abb. 3-
11). Außerdem erfolgte die Anlagerung bzw. Aufnahme der Partikel offensichtlich langsamer 
oder in geringerem Umfang. Nach einer Stunde war der elative SSC-Wert für WC 100na und 
WC-Co bei den Astrozyten mit ca. 140% niedriger als bei den OLN-93 Zellen mit etwa 
160%. Der Unterschied zwischen WC 100na und WC 10n war wie schon bei den OLN-93 
Zellen deutlich zu sehen. Während bei den OLN-93 Zellen die SSC-Werte für WC 100na und 
WC-Co vergleichbar waren, konnte bei den Astrozyten eine leichte Verringerung der Granu-
larität durch CytoD-Vorinkubation nur bei WC-Co beoachtet werden. Die Ergebnisse der 
Versuche mit Mikroglia waren vergleichbar mit denen der Astrozyten (Abb. 3-12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-12: Einfluss von Cytochalasin D auf die Granularität exponierter Mikroglia 
SSC- Analyse von exponierten Mikroglia nach 3 und 24 h mit (grau) und ohne (schwarz) einstündige Vorinku-
bation mit Cytochalasin D, der Unterschied mit/ohne Cytochalasin D ist bei WC-Co exponierten Mikroglia am 
deutlichsten, * zeigen Signifikanzen gegenüber der Kontrolle 
 
Mit Hilfe des Durchflusszytometers kann man die Aufnahme in die Zelle nicht eindeutig be-
legen, da zwischen angelagerten und aufgenommenen Partikeln nicht unterschieden werden 
kann. Ein Eindringen der Partikel in die Zellen während der Probenvorbereitung kann außer-
dem nicht ganz ausgeschlossen werden. Daher wurden die OLN-93 Zellen sowie die Astrozy-
ten (auf Deckgläschen wachsend) mit und ohne CytoD-V rinkubation des Weiteren im Elekt-
ronenmikroskop analysiert.  
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Abbildung 3-13: Elektronenmikroskopischer Nachweis der NP in Astrozyten mit/ohne CytoD-Inkubation 
SEM-Bilder von 3 h exponierten Astrozyten ohne (A, C, E, G) und mit (B, D, F, H) CytoD-Vorinkubation; AB: 
Kontrollbehandlung, CD: 30 µg/ml WC 10n, EF: 30 mg/l WC 100na, GH: 33 µg/ml WC-Co, Partikelein-
schlüsse sind als kleine weiße Punkte sichtbar, mehr WC 100na Partikel in den Zellen als WC 10n Partikel 
nachweisbar, bei WC 100na exponierten Astrozyten sind die Partikel außerdem trotz CytoD in den Zellen zu 
finden, bei allen Zellen sind die Partikel auch außen an der Membran angelagert (Pfeile), Bilder: Dr. Armin 
Springer, MBZ TU Dresden 
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Bei den elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 3-13 und 3-14) sah man eine Hem-
mung der NP-Aufnahme durch CytoD bei OLN-93 Zellen mit allen Partikeln, bei den Astro-
zyten hingegen nur mit WC 10n und WC-Co. Es wurde ein Unterschied bei der WC 100na-
Aufnahme mit CytoD zwischen Astrozyten und OLN-93 Zellen deutlich. Während bei den 
mit CytoD vorinkubierten OLN-93 Zellen WC 100na-Partikel kaum noch in den Zellen und 
teilweise außen an den Membranen zu finden waren, konnten bei den Astrozyten trotz CytoD 
WC 100na-Partikel in den Zellen nachgewiesen werden. Dagegen schien bei der Aufnahme 
von WC 10n und WC-Co das astrozytäre Aktinzytoskelett ine größere Rolle zu spielen, denn 
hier waren kaum Partikeleinschlüsse in Astrozyten mit CytoD zu sehen. Es handelte sich also 
um zelltyp- und partikelspezifische Aufnahmemechanismen. Bei den Messungen mit dem 
Durchflusszytometer waren diese Unterschiede, besonders bei WC 10n exponierten Zellen, 
nicht so deutlich zu beobachten. Die geringe Granularitätsänderung der WC 10n exponierten 
Zellen bei der Durchflusszytometrie kann wiederum mit den EM-Bildern nachvollzogen wer-
den. Man sieht deutlich weniger internalisierte WC 10n Partikel (Abb. 3-13C) als WC 100na 
Partikel (Abb. 3-13E). Eine Kombination von Methoden ist demzufolge für Aufnahmestudien 
mit Partikeln vorteilhaft. 
 
Abbildung 3-14: Elektronenmikroskopischer Nachweis der WC 100na-Aufnahme in OLN-93 Zellen  
SEM-Bilder von 3 h mit WC 100na exponierten OLN-93 Zellen ohne (A) und mit (B) CytoD-Vorinkubation, 
Partikeleinschlüsse sind als kleine weiße Punkte sichtbar, entgegen der Astrozyten sind bei den OLN-93 Zellen 
mit CytoD kaum Partikel in den Zellen zu sehen, allerdings sind außen an der Membran angelagerte Partikel 
nachweisbar (Pfeile), Bilder: Dr. Armin Springer, MBZ TU Dresden 
 
3.3 Akute Zytotoxizität von nanoskaligem WC und WC-Co 
3.3.1 Einfluss der NP auf die Vitalität der Zellen 
Es sollte die Wirkung von Nanopartikeln (NP) auf die Vitalität bzw. metabolische Aktivität 
der Zellen untersucht werden. Da in der Literatur Wechselwirkungen zwischen NP und MTT 
beschrieben worden sind (Doak et al. 2009) wurden, um den möglichen Einfluss der Interak-
tion zwischen Farbreagenz und NP auszuschließen, verschi dene Vitalitätstests  (MTT-, 
B A 
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CCK-8-, Alamar Blue-Test) eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass Unterschiede in der Sensitivi-
tät bzw. im Reaktionsvermögen des jeweiligen Reagenz auftraten. Die Messwerte des MTT-
Tests waren bei allen Experimenten niedriger. Das ist beispielhaft an WC-Co exponierten 
OLN-93 Zellen in Abb. 3-15 gezeigt. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde daher neben A-
lamar Blue hauptsächlich das Testreagenz Wst-8 (im CCK-8-Test enthalten) verwendet. Bei-
de Tests erwiesen sich als sehr gut reproduzierbar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-15: Vergleich der Vitalitätstests: WC-Co exponierte OLN-93 Zellen nach 72 h 
Zeitabhängigkeit 
Um den Expositionszeitraum mit der höchsten Toxizität zu bestimmen, wurden die Zellen für 
1 h, 24 h, 48 h und 72 h mit den NP inkubiert und die Vitalität der Zellen bestimmt. Die Zeit-
abhängigkeit ist exemplarisch für die OLN-93 Zellen mit allen drei untersuchten NP darge-
stellt (Abb. 3-16).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-16: Zeitabhängigkeit der Vitalität bei exponierten OLN-93 Zellen: 
CCK-8-Vitalitätstest mit exponierten OLN-93 Zellen nach verschiedenen Zeitpunkten: 24 h, 48 h und 72 h  
 
Weder WC 100na noch WC 10n beeinflussten die Vitalität von OLN-93 Zellen signifikant in 
einem Zeitraum von 72 h. Wurde WC 100na dagegen Cobalt (10% Masseanteil) zugemischt, 
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sah man eine toxische Wirkung der Partikel nach 72 . Wie bei den OLN-93 Zellen war auch 
bei den AZ und Neuronen der stärkste Effekt bei 72 h zu beobachten.  
Alle weiteren Vitalitätstests werden daher nur für WC 100na mit und ohne Cobalt nach 72 h 
Exposition gezeigt.  
Konzentrationsabhängigkeit 
Eine Exposition mit WC 100na resultierte bis zur höc sten Konzentration von 30 µg/ml kaum 
in einer verminderten Vitalität nach 72 h bei allen Zelltypen (Abb. 3-17). Dagegen bewirkte 
die Exposition mit WC-Co eine reduzierte Vitalität bei allen Zellen. Am sensitivsten verhiel-
ten sich die Astrozyten und Mikroglia (~55% Vitalität bei 33 µg/ml WC-Co gegenüber der 
Kontrollbehandlung), gefolgt von den OLN-93 Zellen (~70% Vitalität bei 33 µg/ml WC-Co 
gegenüber der Kontrollbehandlung). Die Zugabe von Cbalt erhöhte die Gliotoxizität von 
WC offensichtlich signifikant. Die Vitalität primäre  Neuronen schien hingegen durch WC-
Co geringfügig beeinträchtigt. Bei den Mikroglia führten geringe Partikelkonzentrationen zu 
einer leicht erhöhten Vitalität, vermutlich begründet in einer Aktivierung der Zellen. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-17: Vitalität von OLN-93 Zellen und pri mären Neuronen, Astrozyten und Mikroglia: 
CCK8-Test nach 72 h Exposition von A: OLN-93 Zellen, B: Neuronen, C: Astrozyten und D: Mikroglia (ndere 
Skalierung beachten) mit verschiedenen Konzentrationen an WC 100na mit und ohne Cobalt, Mikroglia und Astro-
zyten sind am sensitivsten gegenüber einer WC-Co-Exposition, * zeigen Signifikanzen in Bezug zu 0 µg/ml 
WC, # zeigen Signifikanzen in Bezug zur WC 100na-Behandlung an (verändert nach Bastian et al., 2009) 
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Ionenkontrollen Cobaltchlorid und Natriumwolframat-Dihydrat 
Da die Beimischung von Cobalt zur erhöhten Toxizität der NP führte und Cobalt in der  
WC-Co-Suspension in Lösung geht, wurde mit CoCl2 geprüft, ob die Toxizität auf die gelös-
ten Cobaltionen zurückzuführen ist. Dafür wurden 51 µM CoCl2 eingesetzt; das entspricht 
dem höchstmöglichen Anteil an gelöstem Cobalt bei 33 µg/ml WC-Co. Bei dieser Konzentra-
tion konnte keine toxische Wirkung auf OLN-93 Zellen (Abb. 3-18) und Astrozyten (Daten 
im Anhang, Abschnitt 8.2) festgestellt werden. Wurden die Zellen mit WC 100na-NP und 
CoCl2 gleichzeitig behandelt, ergab sich auch keine Verminderung der Vitalität von OLN-93 
Zellen. Dabei war es bedeutungslos, ob die NP eine Stunde vor Zugabe zum Medium mit 
CoCl2 zusammengebracht und geschüttelt wurden (um eine eventuell bei WC-Co-NP vorhan-
dene Bindung der Cobaltionen an WC nachzustellen) oder beides erst zusammen im Medium 
in Kontakt kam. Cobalt wurde also erst in partikulärer Form in Kombination mit WC in den 
untersuchten Konzentrationen toxisch. Da bei der WC-Co-Suspension mehr Wolfram in Lö-
sung geht als bei der Suspension mit WC, musste auch die Toxizität von gelöstem Wolfram 
getestet werden. Dafür wurden 42 µM Natriumwolframat-Dihydrat (Na2WO4 x 2H2O) zu 
OLN-93 Zellen und Astrozyten gegeben, was ebenfalls zu keiner verminderten Vitalität führ-
te. 42 µM entsprechen 28% gelöstem Wolframat in der Suspension. Nachgewiesen werden 
konnte nur bis etwa 15% gelöstes Wolframat in der WC-Co-Suspension. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-18: Vitalität von OLN-93 Zellen nach Behandlung mit Wolfram- und Cobaltionen: 
CCK-8-Test nach 72 h Behandlung von OLN-93 Zellen; WC+CoCl2: 30 µg/ml WC 100na und 51 µM CoCl2; 
Vorinkubation bedeutet: 1 h WC und CoCl2 zusammen geschüttelt, um eventuelle Wechselwirkungen, die bei 
WC-Co auftreten, ohne den Einfluss von Medium nachzustellen; keine der Salzbehandlungen erreicht die Toxi-
zität von WC-Co 
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Effekte des konditionierten Mediums von Gliazellen auf Neuronen 
Bei den Untersuchungen zur Vitalität wurden bisher nur die Kulturen einzelner Zelltypen be-
trachtet. Im Zellverband treten aber auch Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Zellar-
ten auf. Um diese näher zu untersuchen, wurden Versuche mit konditioniertem Medium von 
NP exponierten Astrozyten, OLN-93 Zellen und Fibroblasten des Nervensystems durchge-
führt und dessen Wirkung auf primäre Neuronen getest t. Dabei konnten neurotoxische Ef-
fekte beobachtet werden, wenn das Medium von Astrozyten und OLN-93 Zellen, die mit 11 
bzw. 33 µg/ml WC-Co behandelt wurden, zu den Neuronen gegeben wurde. Der Einfluss der 
Zellen und NP an sich wurde durch Abzentrifugation und Sterilfiltration ausgeschlossen. Die 
verminderte Vitalität der Neurone war erst nach 24 h zu sehen (Abb. 3-19A), bei 12 h war 
noch keine Beeinträchtigung der Vitalität sichtbar. Im Gegensatz zur direkten Exposition von 
Neuronen mit WC-Co, die in einer sehr geringen Vitalitätsminderung resultierte (~90% bei 
33 µg/ml, siehe Abschnitt 0 S. 65, Abb. 3-17B), ergab eine 72-stündige Behandlung mit kon-
ditioniertem Astrozytenmedium eine deutlich reduzierte Vitalität auf ~30% gegenüber dem 
konditionierten Kontrollmedium. Eine ähnliche, wenn auch nicht ganz so starke Wirkung auf 
Neuronen konnte mit dem konditionierten Medium der OLN-93 Zellen (+WC-Co) festgestellt 
werden (Abb. 3-21A). Dies zeigt deutlich, dass die WC-Co-NP-Exposition von Gliazellen 
eine Ansammlung neurotoxischer Substanzen im Kulturmedium verursacht. Für WC 100na 
konnten diese Effekte dagegen nicht beobachtet werden (Abb. 3-20A).  
Um die Ursache der neurotoxischen Effekte des konditionierten Astrozytenmediums (+WC-
Co) zu identifizieren, wurden verschiedene Behandlugen (Erhitzen zum Denaturieren der 
Proteine, Filtern mit Aktivkohle, um u. a. Lipide zu entfernen) mit dem Medium vor der Zu-
gabe zu den Neuronen getestet. Beide Behandlungen (Erhitzen und Aktivkohle) führten zu 
einer Aufhebung der toxischen Wirkung (Abb. 3-20A), was auf die Beteiligung mehrerer lös-
licher Stoffe im Medium schließen ließ. Dazu könnte die durch Nekrose der Zellen freige-
setzten Faktoren zählen, da nach einer WC-Co-Exposition von Astrozyten ein LDH-Anstieg 
im Medium nachweisbar war (Abb. 3-19B). Dass es sich trotz der Nekrose um ein glia-
zellspezifisches Signal handeln muss, wurde in weiter n Versuchen mit Fibroblasten (Abb. 3-
21) nachgewiesen. Im konditionierten Medium von WC-Co exponierten Fibroblasten wurde 
ebenfalls eine erhöhte LDH-Konzentration als Hinweis auf Nekrose gemessen (Abb. 3-21B); 
dieses Medium übte aber keine vergleichbare Toxizität auf Neuronen aus (Abb. 3-21A). Bei 
den Gliazellen sind demzufolge noch zelltypspezifische Signalmoleküle von Bedeutung, die 
entweder als Antwort auf WC-Co sezerniert oder bei N krose mit ins Medium abgegeben 
werden. Da es sich bei den untersuchten Kulturen nicht um 100% reine Astrozytenkulturen 
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handelte, war die Beteiligung anderer Zelltypen wieMikroglia und Oligodendrozyten frag-
lich. Zur Klärung dieser Fragestellung wurde der Astrozytenkultur Glukose entzogen und 
stattdessen Sorbitol angeboten, was zum Wachstum einer reinen Astrozytenkultur führte, mit 
dem Ergebnis, dass es kaum Unterschiede in der beobachteten Neurotoxizität des konditio-
nierten Mediums gab (Abb. 3-20B). Die Astroyzten waren also die signalgebenden Zellen. 
Die höheren Werte für die Vitalität der Neuronen mit Sorbitolmedium lassen die Vermutung 
zu, dass eine inflammatorische Signalgebung durch andere Zellen in der Kultur, wie z. B. 
Mikroglia, an der toxischen Wirkung auf die Neuronen mit beteiligt sein könnte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-19: Einfluss des konditionierten Mediums auf die Vitalität von Neuronen: 
CCK8-Test (A) bei Neuronen nach Inkubation mit konditioniertem Medium von exponierten Astrozyten und 
LDH-Messung (B) im konditionierten Medium; die Astrozyten wurden 12 h, 24 h und 72 h mit  
51 µM CoCl2, 11 und 33 µg/ml WC-Co behandelt; die Vitalität der N uronen ist durch konditioniertes Medium 
von WC-Co exponierten Astrozyten stark beeinträchtigt 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-20: Einfluss verschiedener konditionierter Medien auf Neuronen:  
Wirkung des konditionierten Astroyztenmediums auf die Vitalität (CCK8-Test) von Neuronen nach 72 h Exposi-
tion von Astrozyten mit (A) WC 100na und WC-Co im Vergleich sowie verschiedenen Vorbehandlungen und 
mit (B) verschiedenen Energiequellen im Medium (nur Astrozyten können Sorbitol verwerten); nur unbehandel-
tes Medium von WC-Co exponierten Astrozyten verursacht starke neurotoxische Effekte 
A B 
A B 
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Abbildung 3-21: Effekte des konditionierten Mediums von OLN-93 Zellen im Vergleich zu Fibroblasten: 
CCK8-Test (A) nach Behandlung von Neuronen mit konditioniertem Medium von exponierten OLN-93 Zellen 
und Fibroblasten sowie LDH-Messung im konditionierten Medium (B), 72 h Exposition der OLN-93 Zellen und 
Fibroblasten mit 33 µg/ml WC-Co, bei beiden Zelltypen ist ein Anstieg von LDH im Medium messbar, aber nur 
durch OLN-93 Zellen wurden neurotoxische Effekte ausgelöst 
3.3.2 Einfluss der NP auf die Adhäsion der Zellen 
Bei einigen Experimenten konnte beobachtet werden, dass sich die Zellen nach NP-
Exposition leichter von der Zellkulturoberfläche ablösen ließen. Daraufhin wurde ein Adhäsi-
onstest entwickelt, bei dem mittels CCK-8 die Vitalität der Zellen vor und nach stringentem 
Waschen der Zellkulturplatte gemessen und miteinander verrechnet wurde. Daneben wurden 
einfache Kristallviolettfärbungen (siehe Anhang, Abschnitt 8.1) zur Zellzahlbestimmung 
durchgeführt, um zu zeigen, dass die Vitalitätsbeeinträchtigungen für die Adhäsionsmessun-
gen unerheblich waren. Mit den primären Astrozyten li ßen sich diese Tests leider nicht re-
produzierbar durchführen. 
Wurden die Partikel schon bei Aussaat zu den Neuronen gegeben, konnte der größte Effekt 
auf die Adhäsion der Zellen beobachtet werden. Dies ist deutlich am Beispiel von 33 µg/ml 
WC-Co zu sehen, mit 67% adhärierender Zellen bei Aussaat mit NP, 79% bei Zugabe nach 
einem Tag und 104% bei Zugabe nach 5 Tagen (Abb. 3-22A). Je später die Neuronen mit den 
Partikeln in Verbindung kamen, desto geringer war der Effekt, d. h. je länger die Neuronen 
Zeit hatten eine physiologische Adhäsion und Neuritnzahl auszubilden, desto geringer war 
die Wirkung der NP-Exposition. Dem Einfluss auf die Adhäsion nach lassen sich die ver-
schiedenen Behandlungen beginnend mit dem größten Effekt wie folgt einteilen:  
WC-Co > CoCl2 > WC 100na > WC 10n > Kontrolle. Bei den OLN-93 Zellen zeigten nur die 
mit der höchsten Konzentration von WC-Co exponierten Z llen eine verringerte Adhäsion, 
die am geringsten war bei Zellen, die gleich oder 1 h nach Aussaat mit den Partikeln behan-
delt wurden (Abb. 3-22B). Diese Untersuchungen zeigen, dass NP die adhäsiven Eigenschaf-
ten der untersuchten Zellen beeinträchtigen können. 
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Abbildung 3-22: Einfluss der NP auf die Adhäsion der Zellen: 
Vitalitätstest vor und nach dem Waschen der Zellkulturp atte als Maß für adhärierende Zellen, Partikel- und 
CoCl2-Zugabe bei Neuronen (A) und OLN-93 Zellen (B) zu verschiedenen Zeitpunkten, zelltypspezifische Be-
einträchtigung der Adhäsion durch WC 100na und CoCl2, Verringerung bei beiden Zelltypen durch WC-Co, 
stärkste Effekte bei sofortiger Zugabe der NP bzw. CoCl2 
  
Auf die primäre Anheftung von OLN-93 Zellen hatten WC-Co Partikel keinen Einfluss. Das 
konnte in Experimenten nachgewiesen werden, bei denen 4 h nach Aussaat der Zellen mit NP 
die Zellzahl überprüft wurde (siehe Anhang, Abschnitt 8.2).  
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3.3.3 Neuriten- bzw. Dendritenwachstum nach NP-Exposition 
Es war bei den durchgeführten Experimenten zur Adhäsion auffällig, dass eine WC-Co-
Partikelzugabe vor Tag 6 der Kultivierung zu einer g nerellen Behinderung des Neuriten- und 
Dendritenwachstums von Neuronen führte (Abb. 3-23B). Diese Hemmung war so ausgeprägt, 
dass sie durch morphometrische Quantifizierung nicht erfasst werden konnte.  
Nach 72-stündiger Inkubation beginnend an Tag 6 der Neuronenkultivierung konnte dagegen 
kein großer Einfluss mehr auf die Anzahl der gebildeten zellulären Fortsätze festgestellt wer-
den. Lediglich bei 10 µg/ml WC 100na und 11 µg/ml WC-Co konnte eine sehr geringe Ver-
minderung der Neuriten- und Dendritenanzahl beobachtet werden (Abb. 3-24).  
 
Abbildung 3-23: Eingeschränktes Neuritenwachstum bei sofortiger Zugabe der NP zur Neuronenkultur: 
72 h Exposition von Neuronenkulturen mit anschließender Pappenheim-Färbung; Kontrollbehandlung (A) oder 
ausgesät mit WC-Co-NP (B) mit deutlich eingeschränkter Zell- und Neuritenzahl  
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Abbildung 3-24: Neuritenwachstum nach NP-Zugabe an Tag 6 der Neuronenkultivierung: 
Relative Anzahl der Neuriten/Dendriten pro Neuron nach 72 h Inkubation mit verschiedenen WC-Partikel- und
CoCl2-Konzentrationen; nur geringe Unterschiede zwischen den Behandlungen und zur Kontrolle sichtbar 
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3.3.4 Einfluss der NP auf Zellzahl und Proliferation 
Da sich bei den Vitalitätstests die Effekte Vitalität, Proliferation und Adhäsion nicht direkt 
voneinander trennen lassen, wurden des Weiteren verschi dene Versuche zu Proliferation, 
Zellzahl- und Proteinmengenbestimmung mit OLN-93 Zellen und Astrozyten durchgeführt. 
Dabei konnte festgestellt werden, dass die Proteinbestimmung mittels BCA-Assay bei NP-
Experimenten in keinster Weise mit dem BrdU-Proliferationstest und einer einfachen Zellzäh-
lung im Durchflusszytometer übereinstimmte (Abb. 3-25B und 3-26). Auch wichen Zellzäh-
lung und BrdU-Assay voneinander ab (Abb. 3-26B). Umden Einfluss der NP auf die Prolife-
ration zu bestimmen, kann also nur der BrdU-Assay herangezogen werden, der auf dem 
Nachweis eines während der Zellteilung in die DNA eing bauten detektierbaren Basenanalo-
gons basiert. Bei Exposition von OLN-93 Zellen mit WC 10n zeigte keiner der drei Tests eine 
Veränderung. Bei einer WC 100na-Exposition sieht man d gegen einen Trend zu verringerter 
Zellzahl und Proliferationsrate (80%) bei 30 µg/ml (Abb. 3-25), die Proteinmenge scheint 
unverändert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-25: Vergleich von Proliferation mit Proteinmenge und Zellzahl nach WC-Exposition: 
BrdU-, BCA-Assay und einfache Zellzählung mittels Durchflusszytometrie nach 72 h Exposition von OLN-93 
Zellen mit WC 10n (A) und WC 100na (B), WC 10n hat keinen und WC 100na einen geringen Einfluss auf die 
Proliferation der OLN-93 Zellen 
 
Eine WC-Co-Exposition schien bei OLN-93 Zellen und Astrozyten in der höchsten Konzent-
ration zu einer starken Reduktion der Proliferationsrate und einer geringeren Zellzahl zu füh-
ren. Die Proteinmenge wurde nicht im gleichen Ausmaß beeinflusst. Astrozyten reagierten im 
Gegensatz zu OLN-93 Zellen schon auf geringere Konzentrationen an WC-Co sehr sensitiv 
(Abb. 3-26). Bei diesen Experimenten zeigte auch eine Behandlung mit 51 µM CoCl2 einen 
deutlichen Einfluss auf Zellzahl und Proliferation, der dem von WC-Co in etwa entsprach 
(siehe Anhang, Abschnitt 8.2).  
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Abbildung 3-26: Vergleich von Proliferation mit Proteinmenge und Zellzahl nach WC-Co-Exposition:  
BrdU-, BCA-Assay und einfache Zellzählung mittels Durchflusszytometrie nach 72h Exposition von OLN-93 
Zellen (A) und Astrozyten (B) 
 
Die Zelllinie OLN-93 wurde für weitergehende Untersuchungen (Zellzyklusanalyse und  
Ki-67-Immunzytochemie) genutzt. Mit der PI-Zellzyklusanalyse konnte nachgewiesen wer-
den, dass sich schon bei einer Exposition mit der gerin eren Konzentration von 11 µg/ml WC 
100na-Co weniger OLN-93 Zellen in der proliferierend  Phase (S-, M- oder G2-Phase) be-
fanden als unter Kontrollbedingungen (Abb. 3-27).  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-27: Zellzyklusanalyse von OLN-93 Zellen: 
72 h Exposition von OLN-93 Zellen mit 10 bzw. 11 µg/ml WC(-Co) mit anschließender PI-Färbung zur Zellzyk-
lusanalyse im Durchflusszytometer; weniger Zellen in der S-, M- und G2-Phase nach WC-Co-Exposition 
 
Wurde das Ki-67-Antigen, ebenfalls ein Marker für Zellteilung, in OLN-93 Zellen immun-
histochemisch angefärbt, konnte man nach einer 72-stündigen Exposition mit WC-Co (Abb. 
3-28) deutlich weniger bzw. kaum Ki-67 positive Zellen sehen. Weiterhin ist bei diesen licht-
mikroskopischen Aufnahmen die Zellvergrößerung nach einer WC-Co-Exposition klar er-
kennbar. 
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Abbildung 3-28: Immunzytochemischer Nachweis des Proliferationsmarkers Ki-67:  
72 h Exposition von OLN-93 Zellen mit anschließender immunzytochemischer Färbung des Ki-67-Antigens; 
Kontrollbehandlung (A), Exposition mit 10 µg/ml WC-o (B); WC-Co exponierte Zellen sind deutlich größer 
(A und B wurden mit gleicher Vergrößerung aufgenommen!) und weniger konfluent. Blaugrüne Zellkerne sind 
positiv für Ki-67 (Pfeile). Man erkennt weniger Ki-67 positive Zellen bei WC-Co exponierten Zellen. 
3.3.5 Veränderung der Aktinfilamente durch WC-Co-Exposition 
Aufgrund der allgemein beobachteten morphologischen V ränderungen der Zellen nach WC-
Co-Exposition wurden Färbungen des F-Aktins mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin durch-
geführt, um das Aktin-Zytoskelett von Astrozyten näher zu untersuchen. Schon für mikroska-
liges WC-Co und Lungenzellen wurde eine Wechselwirkung von WC-Co und F-Aktin be-
schrieben (Antonini et al. 2000). Eine Veränderung des Aktin-Zytoskeletts könnte u. a. zu 
einer verminderten Adhäsion, einer Einschränkung der Motilität und Signalgebung der Zellen 
und, besonders bei Astrozyten, zu einer Beeinträchtigung der Blut-Hirn-Schranke führen.  
 
Abbildung 3-29: Veränderung des Aktin-Zytoskeletts nach 72-stündiger WC-Co-Exposition: 
Alexa568-Phalloidin-Färbung bei Astrozyten: F-Aktin (rot), Draq5-Zellkernfärbung (blau). Mit 33 µg/ml  
WC-Co exponierte Zellen (B, C) zeigen eine andere St ukturierung des Aktins im Vergleich zu den Zellen der 
Kontrollbehandlung (A). Es lässt sich die Ausbildung von Aktin-Stressfasern (weiße Pfeile) erkennen. Des Wei-
teren erscheinen die WC-Co exponierten Zellen deutlich vergrößert und die Zellkerne (blauer Pfeil) teilw se 
verändert. Bei allen Fotos wurde die gleiche Vergrößerung verwendet.  
 
Bei den Zellen der Kontrollbehandlung ergab sich eine deutliche Aktin-Markierung des Zell-
körpers. Dagegen war bei WC-Co exponierten Astroyzten deutlich die Bildung von Aktin-
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Stressfasern sichtbar, zum Teil verschieden ausgericht t zwischen den einzelnen Zellen (Abb. 
3-29B, C). Des Weiteren erschienen die Zellen sowie die Zellkerne nach WC-Co-Exposition 
größer (Abb. 3-29B, C), was z. T. die unverhältnismäßige Proteinmenge bei geringer Prolife-
rationsrate (BCA-Messung, siehe 3.3.4, S. 73, Abb. 3-26B) erklären könnte. 
3.3.6 Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials  
Ein verändertes mitochondriales Membranpotential (MP) ist oft der erste detektierbare Hin-
weis auf eine Zellschädigung bzw. auf Apoptose. Daher wurde bei den OLN-93 Zellen, 
Astrozyten und Neuronen mit Hilfe des JC-1 Farbstoff  das mitochondriale MP nach 24 h und 
72 h NP-Exposition untersucht. Nach 72 h waren die größeren Effekte zu messen; daher sind 
nur die 72 h Daten gezeigt.  
Wie bei den Vitalitätsuntersuchungen zeigten sich die primären Neuronen bezüglich des mi-
tochondrialen MP unempfindlich gegenüber der NP-Exposition. Dagegen wurde bei den un-
tersuchten Gliazellen ein verringertes mitochondriales MP (~60% gegenüber der Kontrollbe-
handlung) durch eine WC-Co-Exposition gemessen. CoCl2 hatte keinen vergleichbaren Ein-
fluss auf das mitochondriale MP der Gliazellen (Abb. 3-30). Verglichen mit dem Ionophor 
Valinomycin führte WC-Co weniger stark und nur in höc ster Konzentration zu einer Störung 
des mitochondrialen MP; dies ist trotzdem ein Anzeich n für eine beginnende Zellschädi-
gung. 
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Abbildung 3-30: Veränderung des mitochondrialen Membranpotentials: 
JC-1 Test zur Messung des relativen Mitochondrialen MP nach 72 h Exposition von OLN-93 Zellen, Astrozyten 
und Neuronen, 10 µM Valinomycin diente als Positivkontrolle. Gliazellen sind stärker durch die NP beeinflusst 
als Neuronen. 
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3.3.7 Untersuchungen zur Art des Zelltods (Nekrose/Apoptose) 
Nachdem eine verringerte Vitalität und Adhäsion, eie eingeschränkte Proliferation und eine 
Veränderung des mitochondrialen MP nach NP-Exposition gezeigt wurden, sollte untersucht 
werden, ob und in welcher Form der Zelltod durch die NP ausgelöst wird. 
Annexin-V-FITC/PI-Färbung 
Die Annexin-V-FITC/PI-Färbung mit anschließender Analyse im Durchflusszytometer lässt 
Aussagen zu Apoptose und Nekrose der Zellen zu. Für OLN-93 Zellen wurden mit dieser 
Färbung keine erhöhten Apoptose- und Nekroseraten gemessen (Daten nicht gezeigt). Bei den 
AZ hingegen konnten nach 24 h und 72 h WC-Co-Exposition die doppelte Anzahl apoptoti-
scher Zellen gegenüber der Kontrollbehandlung detekti rt werden (Abb. 3-31A). Auch eine 
erhöhte Anzahl nekrotischer Zellen war nach 48 h und 72 h WC-Co-Exposition messbar 
(Abb. 3-31B). Behandlungen von Astrozyten mit CoCl2 und WC 100na führten dagegen nicht 
in diesem Ausmaß zu apoptotischen oder nekrotischen Veränderungen der Zellen. 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-31: Apoptose und Nekrose bei exponierten Astrozyten: 
24 h bis 72 h Exposition von Astrozyten mit anschließender Annexin-V-FITC/PI-Färbung (unterschiedliche 
Skalierung beachten), 15 µM CAM diente als Positivkontrolle, durch WC-Co-Exposition deutlicher Anstieg 
apoptotischer und nekrotischer Astrozyten 
LDH-Messungen 
Durch den Verlust der Membranintegrität bei nekrotischen Zellen wird LDH aus dem Zyto-
plasma freigesetzt. Daher ist das Vorhandensein von LDH im Medium von kultivierten Zellen 
ein weiterer Hinweis auf Nekrose. Für die OLN-93 Zellen wurde untersucht, ob ein Unter-
schied auftrat, wenn die Zellen bei verschiedenem Konfluenzstatus behandelt wurden, d. h. ob 
bei einer höheren Zelldichte toxische Effekte durch die Zellen vermindert oder verstärkt wer-
den können. Die messbare LDH-Menge war bei Konfluenz zwar größer, die Relationen zwi-
schen Kontrolle und WC-Co-Exposition verhielten sich aber gleich, so dass für die Astrozy-
ten die LDH-Messung nur bei fast vollständiger Konfluenz durchgeführt wurde. Bei beiden 
Zelltypen kam es zu einem messbaren LDH-Anstieg im Medium. Bei den AZ wurde durch 
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eine WC-Co-Exposition die bis zu 4,5fache Menge an LDH im Medium gemessen; bei den 
OLN-93 Zellen dagegen nicht einmal die doppelte (Abb. 3-32). Bei den OLN-93 Zellen konn-
te demzufolge auch mit diesem Test eine geringere Snsitivität gegenüber einer WC-Co-
Exposition nachgewiesen werden. Bei einer Exposition mit WC 100na war bei keiner der bei-
den Zelltypen eine Erhöhung der LDH-Konzentration im Zellkulturüberstand messbar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-32: LDH-Freisetzung nach WC-Co-Exposition: 
72 h Exposition von OLN-93 Zellen (Behandlung während geringer und hoher Konfluenz) und Astroyzten, deut-
licher Anstieg der messbaren LDH-Menge 
Comet-Assay 
Mit Hilfe des Comet-Assays nach Singh (Singh et al. 1988) können DNA-Strangbrüche nach-
gewiesen werden (Methode siehe Anhang, Abschnitt 8.1). Dieser Test liefert somit einen Hin-
weis auf das gentoxische Potential der NP. Auch für mikroskalige WC-Co-Partikel wurde 
dieser Test schon durchgeführt. Bei der Analyse mit den hier untersuchten NP zeigten alle 
partikelexponierten Zellen einen deutlichen Schweif, der DNA-Strangbrüche anzeigt. Bei den 
Zellen unter Kontrollbehandlung konnte dieser nicht beobachtet werden. Allerdings genügte 
die bloße Zugabe der Partikel vor dem Zentrifugations- sowie vor dem Elektrophoreseschritt 
aus, um die typischen Schweifmuster abzubilden, wie in Abb. 3-33C/D beispielhaft für  
WC 10n dargestellt ist.  
Die elektrische Ladung der Partikeloberfläche ist offensichtlich hinderlich für Experimente, 
bei denen eine Elektrophorese eine Rolle spielt. Vermutlich wandern die negativ geladenen 
Partikel im elektrischen Feld mit und ziehen Zellbestandteile sowie DNA mit sich. Daher ist 
mit dieser Methode keine Aussage zum gentoxischen Potential der untersuchten NP möglich. 
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Abbildung 3-33: Analyse des gentoxischen Potentials mittles Comet-Assay:  
mit OLN-93 Zellen; Kontrollzellen (A), 3 min UV-Licht (B), Zugabe von 30 µg/ml WC 10n vor der Elektroph -
rese (C) und 24 h Behandlung mit 30 µg/ml WC 10n (D) 
3.4 Intrazelluläre Kalziummessungen 
Die bisherigen Experimente zielten eher auf akute Zytotoxizität ab. Im Folgenden wurde un-
tersucht, ob die Physiologie und Signalverarbeitung der Zellen durch eine NP-Exposition be-
einträchtigt ist. Da Kalziumionen als Signalmoleküle besonders im Gehirn große Bedeutung 
haben und Noxen oftmals den Kalziumhaushalt beeinflussen, wurden Messungen zur intrazel-
lulären Kalziumreaktion auf physiologische Stimuli durchgeführt und Kontrollzellen mit ex-
ponierten Zellen verglichen.  
3.4.1 Vorversuche 
In Vorversuchen konnte geklärt werden, dass die Eignfluoreszenz der Partikel gering ist und 
keinen störenden Einfluss auf die Kalziummessungen hat. Bei direkter Applikation konnten 
keine akuten Wirkungen der Nanopartikel auf die intrazelluläre Kalziumkonzentration 
([Ca2+] i) beobachtet werden. Daher wurden physiologische Substanzen ausgetestet, auf die die 
Zellkulturen mit einem Anstieg der [Ca2+] i reagierten. Als Kontrolle für vitale Zellen diente 
bei allen Versuchen das Kalziumionophor Ionomycin. 
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Abbildung 3-34: Kalziumreaktion von Fluo-4 gefärbten OLN-93 Zellen: 
Unbehandelte OLN-93 Zellen vor (A) und nach (B) derStimulation mit IL-3, Pfeile zeigen einige der reagieren-
den Zellen nach 5 min an (erkennbar an erhöhter Fluoreszenzintensität)  
 
Als einzige der getesteten Substanzen schien IL-3 eine Reaktion in OLN-93 Zellen hervorzu-
rufen. Jede individuelle Zelle reagierte dabei verschieden schnell und stark (Abb. 3-34 und  
3-35). Eine Stimulation mit ATP verursachte erstaunlicherweise keine Reaktion in OLN-93 
Zellen, in Astrozyten jedoch eine Erhöhung der [Ca2+] i. Nach Testung einer Konzentrations-
reihe mit ATP an Astrozyten wurde 30 µM als wirksamte Konzentration ermittelt und für 
alle folgenden Versuche verwendet.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-35: Kalziumreaktion von OLN-93 Zellen auf verschiedene Stimuli: 
Darstellung der Kalziumreaktion von OLN-93 Zellen nach Stimulation mit IL-3, ATP und Ionomycin mit Hilfe 
der Fura2-Ratiomethode (Kalzium-I aging), der graue Balken zeigt den Zeitpunkt der Applikation an, Zellen 
reagieren mit erhöhter intrazellulärer Kalziumkonzetration auf IL-3 und Ionomycin 
3.4.2 Messungen am Durchflusszytometer 
Astroyzten und OLN-93 Zellen reagierten auf eine Stimulation mit 30 µM ATP bzw. 
10 ng/ml IL-3 mit einer Erhöhung der [Ca2+] i, die teilweise reversibel war. Bei allen OLN-93 
Zellen betrug die Reaktion etwa zwischen 130% und 200%, bei Astrozyten zwischen 110% 
und 140%, bezogen auf das basale Ruheniveau der [Ca2+] i. Durch die Partikelexposition 
konnte keine signifikante Veränderung der Amplitude di ser Reaktion beobachtet werden. 
WC-Co behandelte Astrozyten zeigten keine deutliche Erhöhung der [Ca2+] i mehr nach einer 
A B 
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ATP-Stimulation (Abb. 3-36). Die Astrozyten waren durch WC-Co offensichtlich so vorge-
schädigt, dass selbst Ionomycin nur zu einer sehr grin en Reaktion führte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-36: Vergleich der Kalziumreaktion von OLN-93 Zellen und Astrozyten: 
Beispielhafte Darstellung (mit FlowJo 7.2.2) eines Durchflusszytometrie-Experiments für OLN-93 Zellen (A) 
und Astrozyten (B), die mit 33 µg/ml WC-Co vorinkubiert wurden. Die Kurve zeigt einen Anstieg der Fluores-
zenz bei Applikation von IL-3 und Ionomycin bei OLN-93 Zellen. Exponierte Astrozyten zeigen keine Ände-
rung der Fluoreszenzintensität durch ATP, die Reaktion auf Ionomycin ist schwach ausgeprägt (unterschiedliche 
Skalierung beachten). Die Pfeile zeigen die Zugabe der Stimuli an. 
 
Bei OLN-93 Zellen war eine geringfügig höhere Empfindl chkeit gegenüber den Kontrollzel-
len sichtbar, wenn sie vor Beginn der Stimulation behandelt wurden (Abb. 3-37). Die Antwort 
bzw. die Amplitude der Reaktion von den WC-Co exponierten Astrozyten war dagegen vari-
abel und in der Summe nicht auswertbar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-37: Veränderung der Amplitude der Kalziumreaktion: 
Relative Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration nach Stimulation von OLN-93 Zellen mit 10 ng/ml 
IL-3 (A) und von Astrozyten mit 30 µM ATP (B); Die Zellen wurden 72 h vor Stimulation mit Partikeln inku-
biert; Die Amplitude wurde mit dem basalen Ruheniveau der [Ca2+] i abgeglichen; Für alle Konzentrationen von 
WC-Co konnte aufgrund einer fehlenden deutlichen Reaktion die Amplitude nicht ausgewertet werden.  
 
Als Maß für die Geschwindigkeit, mit der die Kalziumionen wieder aus dem Zytoplasma 
transportiert werden, wurde der Abfall der Kurve nach der Stimulation (slope) ausgewertet. 
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Dabei zeigte sich, dass bei WC-Co (33 µg/ml) behandelten OLN-93 Zellen ein signifikant 
steilerer Abfall der [Ca2+] i sichtbar war im Vergleich zur Kontrollbehandlung (Abb. 3-38),  
d. h. die physiologische Ca2+-Reaktion der exponierten OLN-93 Zellen war verkürzt. Die 
Astrozyten, welche überhaupt noch nach einer WC-Co-Exposition reagierten, zeigten eine 
längere Ca2+-Antwort als die Zellen der Kontrollbehandlung bzw. die [Ca2+] i erreichte kaum 
den Ausgangswert vor der Stimulation, sondern blieb auf einem erhöhten Niveau. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Abbildung 3-38: Veränderung des slopes der Kalziumreaktion:  
Einfluss der Exposition auf den Reaktionsabfall nach einer Stimulationsreaktion in OLN-93 Zellen (A) und 
Astrozyten (B); Zellen wurden 72 h mit Partikeln vorinkubiert; Stimulation erfolgte mit 10 ng/ml IL-3 bei den 
OLN-93 Zellen und 30 µM ATP bei den Astrozyten, nurWC-Co NP verändern den slope signifikant bei OLN-
93 Zellen (steilerer Slope: kürzere Kalziumreaktion) u d Astrozyten (flacherer Slope: längere Kalziumreaktion), 
* kennzeichnet p < 0,05 nach Mann Whitney Test 
3.5 Genexpression 
Es wurden OLN-93 Zellen mithilfe von PCR-Array und realtime-RT-PCR daraufhin unter-
sucht, ob durch NP-Exposition Gene für Adhäsionsproteine bzw. für Moleküle der extrazellu-
lären Matrix reguliert werden, da zuvor deutliche Unterschiede im Adhäsionsverhalten und in 
der Morphologie der Zellen nachgewiesen werden konnten. Des Weiteren wurde die Expres-
sion von Genen geprüft, von denen bekannt ist, dasssie durch CoCl2 (chemische Hypoxie) 
induziert werden, um den Einfluss des Cobaltanteils der WC-Co-NP zu bestimmen. 
3.5.1 PCR-Array mit OLN-93 Zellen  
Der durchgeführte PCR-Array war spezialisiert auf die mRNA-Expressionsuntersuchung von 
84 Genen, die für Proteine der extrazellulären Matrix (ECM) und Adhäsion von Zellen codie-
ren. Einige dieser Gene waren in der Zelllinie OLN-93 nicht nachweisbar bzw. sehr gering 
exprimiert (Tab. 3-2) und konnten daher bezüglich einer Regulation nicht ausgewertet wer-
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den. Einige andere Gene wurden dagegen nach einer 96-stündigen WC-Co-Exposition der 
Zellen induziert bzw. in ihrer Expression gehemmt (Tab. 3-2, Funktion der Gene im Anhang).  
Tabelle 3-2: Ergebnisse des PCR-Array zu allgemeiner Expression in OLN-93 Zellen und Regulation durch  
96 Stunden Exposition mit WC-Co (Ergebnisse aus zwei unabhängigen Experimenten) 
 
Geringe  bzw. nicht nachweisba-
re Expression 
Verringerte Expression (≤ 0,6) Erhöhte Expression (≥1,8) 
Cdh4 
Cntn1 
Itgad, Itgae, Itgam 
Mmp3, Mmp7, Mmp8, Mmp12, 
Mmp16 
Sell, Selp 
Col4a2, Col4a3, Col5a1, Col8a1 
Itga4, Itgb3 
Mmp1, Mmp2, Mmp15 
Tgfbi 
Timp3 (auch bei WC) 
Selectin, endothelial cells 
Itgb2 
Lama3, Lamb3 
Mmp9 
Thbs1 
Timp1 
Vcam1 
 
Um die regulierten Gene speziellen Signalwegen zuzuordnen, kann mit verschiedener Soft-
ware eine Pathway-Analyse durchgeführt werden. Für viele dieser Programme bzw. für eine 
umfangreiche Pathway-Analyse ist die Anzahl der regulierten Gene aus Tab. 3-2 zu gering. 
Laut einer Analyse mit g.profiler (http://biit.cs.ut.ee/gprofiler) werden durch WC-Co-NP Ge-
ne reguliert, die an folgenden Signalwegen bzw. zellulären Prozessen beteiligt sind: Extrazel-
luläre strukturelle bzw. ECM- und Basalmembran-Organis tion, Regulation der Metalloen-
zyme und ihrer Aktivatoren sowie Inhibitoren und die positive als auch negative Regulation 
von Entwicklungsprozessen (Zelltod – Apoptose). Einige der Gene sind zudem durch Hypo-
xie in ihrer Expression beeinflusst. 
Eine Auswahl an regulierten Genen wurde mittels realtime RT-PCR näher untersucht, um die 
Array-Daten zu überprüfen und um den zeitlichen Verlauf der Regulation zu charakterisieren. 
Die PCR-Array-Daten konnten mittels realtime RT-PCR für die Gene Col8a1 (eine alpha-
Kette des Kollagen VIII, Hauptbestandteil des Hornhautepitheliums), Mmp9 (Matrixmetal-
loproteinase 9/Gelatinase 9, Beitrag zum Abbau der extrazellulären Matrix), Timp1 (Tissue 
inhibitor 1 of Metalloproteinasen, hauptsächlich Inibitor von MMP9),  Lama3 (alpha 3 Kette 
des Laminin 5, u. a. Basalmembran-Komponente von Keratinozyten) und Tgfbi (exempla-
risch gezeigt in Abb. 3-39) bestätigt werden. Das Gen Tgfbi codiert für ein ECM-Protein, 
welches durch den Transforming growth factor (TGF)-beta 1 induziert wird und an Prozessen 
wie Zellwachstum, Zelldifferenzierung, Wundheilung und Zelladhäsion beteiligt ist. Für die 
realtime RT-PCR war die Auswahl eines Referenzgens nötig. Die niedrigsten Standardabwei-
chungen und geringsten Schwankungen im Expressionsniveau unter den Referenzgenen des 
Arrays zeigten Rplp1 und Rpl13a. Für alle folgenden Experimente wurde deswegen Rpl13a 
als Haushaltsgen verwendet. 
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Abbildung 3-39: Vergleich zwischen Ergebnis des PCR- Arrays und der realtime RT-PCR: 
96 h Exposition mit WC 100na und WC-Co von OLN-93 Zellen beginnend bei Aussaat der Zellen, das Expres-
sionsniveau der Kontrollbehandlung wurde bei allen Genen auf 1 festgelegt, WC-Co-NP-Exposition senkt die 
Expression von Tgfbi, das CoCl2-Niveau entspricht der Behandlung mit 51 µM CoCl2 (vergleichbar in der Regu-
lation mit WC-Co-NP) 
3.5.2 Realtime RT-PCR mit OLN-93 Zellen und Astrozyten 
Um den Expositionszeitraum mit dem größtmöglichen Effekt durch NP zu ermitteln, wurde 
die relative mRNA-Expression in OLN-93 Zellen nach verschiedenen Inkubationszeiten be-
stimmt. 
  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-40: Zeitabhängige Regulation der Expresion in OLN-93 Zellen: 
Relative mRNA-Expression nach Exposition mit 33 µg/ml WC 100na-Co zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 3, 6
24 und 72 h), deutliche Hemmung (Tgfbi, Col8a1) bzw. Induktion (Mmp9, Timp1, Lama3) der Expression 
messbar, bei 3 und 6 h liegen nur zwei Experimente zu Grunde 
 
Wie im Array nach 96 h beobachtet wurde, kam es auch d rch eine WC-Co-Exposition schon 
nach 24 h zu einer verminderten mRNA-Expression von Tgfbi und Col8a1. Bei Lama3 war 
die Hochregulation schon nach 6 h, bei Mmp9 und Timp1 nach 24 h messbar (Abb. 3-40). Da 
alle getesteten Gene (bis auf Mmp9) die stärkste Regulation bei 72 h im untersuchten Zeit-
raum zeigten, sind im Folgenden die 72 h Daten dargestellt (Abb. 3-41). 
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Abbildung 3-41: Vergleich der mRNA-Expression in OLN-93 Zellen und Astrozyten: 
72 h Exposition, # kennzeichnet Signifikanzen von WC-Co- gegenüber WC 100na-Behandlung, das Expressi-
onsniveau der Kontrollbehandlung = 1, CoCl2-Niveau = Behandlung mit 51 µM CoCl2, verschieden stark ausge-
prägte Regulation bei den Zelltypen (unterschiedliche Skalierung bei Mmp9 und Lama3 zu beachten) 
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Die Regulation der mRNA-Expression in Astrozyten nach Exposition unterschied sich deut-
lich von der in OLN-93 Zellen. Col8a1, Tgfbi und Lam 3 zeigten in Astrozyten keine signifi-
kante Regulation durch WC-Co, während Mmp9 viel stärker induziert wurde als in OLN-93 
Zellen (unterschiedliche Skalierung in Abb. 3-41). Die Timp1-Expression war ungefähr ver-
gleichbar. Mmp9 und Timp1 schienen außerdem von Cobalt unabhängig regulierte Gene zu 
sein, da CoCl2 keine derartige Induktion bewirkte. Dagegen sah man bei den anderen Genen 
einen deutlichen Trend in OLN-93 Zellen: CoCl2 bewirkte eine ähnliche, wenn auch nicht so 
stark ausgeprägte Regulation wie WC-Co-NP. 
 
Auf der Suche nach partikelspezifisch regulierten Genen, also Genen, die allgemein durch NP 
in ihrer Expression verändert werden, konnten unter den untersuchten Genen leider keine aus-
sichtsreichen Kandidaten gefunden werden. Lediglich bei Mmp9 kam es ebenfalls durch WC 
100na zu einer leichten Regulation auf 1,9 des relativ n Expressionsniveaus.  
Da Cobalt offensichtlich bei der Vermittlung der WC-Co-Effekte von Bedeutung ist, wurden 
weitere Gene ausgewählt, von denen bekannt war, dass sie durch CoCl2 reguliert werden. 
CoCl2 trägt zur Stabilisierung der alpha-Untereinheit des Hypoxie-induzierbaren Transkripiti-
onsfaktors HIF1 bei (Yuan et al. 2003) und löst damit die sogenannte chemische Hypoxie aus. 
Für die Hämoxygenase 1 (Hmox1) und Metallothionein 3 (Mt3) konnte durch Shrivastava et 
al. und Kalpana et al. gezeigt werden, dass sie im Gehirn von Ratten nach CoCl2–Applikation 
induziert werden (Kalpana et al. 2008; Shrivastava et l. 2008). Die Zeit- und Konzentrations-
abhänigkeit der Hmox1-Regulation durch WC-Co-NP in OLN-93 Zellen ist in Abb. 3-42 dar-
gestellt. Interessant wäre auch die Expressionsanalyse von Mt3 gewesen, leider war dafür die 
mRNA-Expression in OLN-93 Zellen zu gering. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3-42: Regulation der relativen mRNA-Expression von Hmox1 in OLN-93 Zellen: 
WC-Co-Exposition von OLN-93 Zellen und anschließende Analyse der mRNA-Expression von Hmox1 nach 
verschiedenen Zeitpunkten (A), Expressionsanalyse nach 24 h Exposition mit WC 100na, WC-Co und CoCl2 
(B), ** zeigen Signifikanzen gegenüber Kontrolle und ### gegenüber WC 100na an, deutliche Induktion von 
Hmox1 durch WC-Co-NP messbar, CoCl2-Niveau bedeutet Expression bei Behandlung mit 51 µM CoCl2, bei 3 
und 6 h liegen nur zwei Experimente zu Grunde 
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Bei OLN-93 Zellen wurde Hmox1 schon nach 3 h durch WC-Co induziert (3,0±0,02). Nach 
24 h war die höchste Expression (22,1±5,09) im beobachteten Zeitraum festzustellen. Selbst 
die Inkubation mit der vergleichbaren Konzentration an Cobaltionen (CoCl2) verursachte eine 
geringere Genexpressionssteigerung auf das 2,6fache des Kontrollniveaus. Eine Exposition 
mit WC 100na-NP bewirkte dagegen keine Regulation der Hmox1-mRNA-Expression (Abb. 
3-42B). Bei Astrozyten wurde kein Zeitverlauf analysiert, sondern die Genexpression nur 
nach 72 h gemessen, wie auch schon für die anderen unt rsuchten Gene. Auch bei Astrozyten 
kam es danach zu einer leichten Induktion von Hmox1 auf 3,1 durch Exposition mit 33 µg/ml 
WC-Co-NP (siehe Anhang, Abschnitt 8.2). 
 
Die Ergebnisse der Genexpressionsstudien bestätigten die eher geringen Auswirkungen der 
Exposition mit WC 100na-NP, die schon die vorangegangenen Zytotoxizitätstests zeigten. 
Zudem scheinen die Expressionsanalysen ebenfalls einen Hinweis darauf zu geben, dass Co-
balt nur in partikulärer Form mit WC zusammen stark toxisch wirkt bzw. Einfluss auf die 
Signalgebung in der Zelle hat. Wie schon bei den Experimenten zur Aufnahme bzw. zum 
Nachweis der NP in den Zellen als auch bei den Zytotoxizitätstests beobachtet werden konnte, 
existierten offensichtlich auch bei der Regulation der Genexpression zellspezifische Reaktio-
nen auf die untersuchten NP.  
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3.6 Zusammenfassung der Vorgehensweise und Ergebnisse 
Thema: Neuro- und Gliotoxizität von WC-basierten NP in vitro
(Untersuchung von WC und WC-Co-Nanopartikeln an Oligodendrozyten, 
Astrozyten, Neuronen und Mikroglia) 
Fragestellung TeilergebnisLösungsweg
Nachweis und 
Identifikation der NP 
in den Zellen
Aufnahme-
mechanismus der NP
Licht- und Elektronen-
mikroskopie, Elementnach-
weis mittels Röntgenanalyse 
und Massenspektrometrie, 
Analyse der Zellgranularität
Alle untersuchten Zellen 
nehmen NP auf
Untersuchung der Vitalität, 
Proliferation, Adhäsion und 
des Neuritenwachstums
Destabilisierung des 
Aktinzytoskeletts und 
Behinderung der 
aktinabhängigen Endozytose
Es gibt zelltyp- und 
partikelabhängige 
Aufnahmemechanismen
Akute Zytotoxizität
der NP
Nur WC-Co-NP-Exposition 
ist stark toxisch; Neuronen 
allein sind am unempfindlich-
sten, aber zusammen mit AZ 
verringert sich Vitalität stark
Zellschädigung durch 
die NP (OLN-93, AZ)
Bestimmung der Apoptose-
und Nekroserate, des 
mitochondrialen MP und von 
DNA-Schäden
WC-Co-NP-Exposition 
kann in AZ Apoptose
und Nekrose auslösen.
Analyse der ATP- und 
IL-3 induzierten Reaktion der 
[Ca2+] i
Veränderung der 
Kalziumhomöostase
nach NP-Exposition 
(OLN-93, AZ)
Nur WC-Co-NP-
Exposition verändert die 
Kalziumreaktion
Auswahl regulierter Gene 
mittels PCR-Array und 
Untersuchung der 
zeitabhängigen Regulation 
einzelner Gene
Regulation der 
Genexpression nach 
NP-Exposition 
(OLN-93, AZ)
WC-Co-NP-Exposition 
reguliert die Expression 
einzelner Gene (u. a.
Mmp, Lam, Itg, Timp) 
abhängig vom Zelltyp  
Ergebnis: Zelltyp- und partikelspezifische Effekte 
 
 
Abbildung 3-43: Übersicht der Vorgehensweise zur Beurteilung des toxischen Potentials von WC-NP: 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass hauptsächlich eine Exposition mit hohen Konzentrationen an WC-
Co-NP Einfluss auf die untersuchten Zellen des Gehirns hatte und demzufolge nicht alle NP toxisch wirkten.  
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4 Diskussion 
Nanomaterialien weisen Eigenschaften auf, die sie für eine Reihe von technischen und medi-
zinischen Anwendungen sehr interessant erscheinen lassen. Während die Produktentwicklung 
und -vermarktung bereits fortgeschritten ist, gibt es einen Rückstand bei der toxikologischen 
Begleitung. Das unvollständige Wissen über die Wirkmechanismen der Nanomaterialien bzw. 
-partikel auf den Organismus und über geeignete Methoden zur Testung potentieller Toxizität 
verhindert derzeit beispielsweise die Festlegung begründeter Grenzwerte für Konzentrationen 
von Nanopartikeln am Arbeitsplatz.  
Von den Auswirkungen einer Nanopartikelexposition ist nicht nur die Lunge betroffen. Es 
konnte gezeigt werden, dass Nanopartikel im Körper systemisch verteilt und sogar über Axo-
ne von Nervenzellen bis ins Gehirn transportiert werden können (Takenaka et al. 2001; 
Oberdorster et al. 2004). Im Rahmen dieser Arbeit soll e daher die Neuro- und Gliotoxizität 
von Wolframcarbid-Nanopartikeln (WC-NP), die in der Hartmetallindustrie von Bedeutung 
sind, untersucht werden. Dabei ist der Zusatz von Cbalt als Bindemittel zu WC-Hartmetallen 
von entscheidender Bedeutung für die toxikologische Beurteilung. 
4.1 Relevanz der Ergebnisse für Exposition und Arbeitsschutz in Hartme-
tallfabriken 
In der metallverarbeitenden Industrie sind die Mitarbeiter einer Belastung durch Staub und 
Metallpartikel unterschiedlicher Größe ausgesetzt. Toxikologische Daten zur Festlegung sinn-
voller Grenzwerte für NP-Belastungen fehlen. Allerdings zeigen viele Studien zur Gefähr-
dung in Hartmetallfabriken eine erhöhte Belastung mit Wolfram und Cobalt. In verschiedenen 
Tätigkeitsfeldern wurden zum Teil erhöhte Blut- und Urinwerte dieser Elemente bei den Ar-
beitern gemessen.  
Laut den Technischen Regeln für Gefahrstoffe (TRGS 900) dürfen die allgemeinen Staub-
grenzwerte nicht auf ultrafeine Partikel sowie Stäube, bei denen erbgutverändernde, krebser-
zeugende, fibrogene, allergisierende oder sonstige toxische Wirkungen zu erwarten sind, an-
gewendet werden. Daher fehlt eine gesetzlich geregelte Grundlage für die Beurteilung der 
gesundheitlichen Risiken von ultrafeinen WC(-Co)-Stäuben.  
Bei verschiedenen Studien wurden die Arbeitsplätze in Hartmetallfabriken (Ausgangsmaterial 
mikroskalige Partikel) untersucht und die Mengen an W bzw. WC und Co bestimmt. Aus der 
Luftüberwachung der Studien ergaben sich zum Teil gesundheitsrelevante Arbeitsplatzbelas-
tungen von bis zu 3 mg/m³ W und 26 mg/m³ Co (Höchstwerte), welche die Grenzwerte deut-
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lich überschritten [(Osterhage 2006) Tabellen im Anha g 8.3]. Day et al. konnten selbst auf 
der Haut der Arbeiter Verunreinigungen mit Cobalt feststellen (Day, Virji und Stefaniak 
2009). In einer Studie wurde zudem die Lungenbelastung mit WC exakt bestimmt 
(Auchincloss et al. 1992). Die Lungenbiopsien vereinz lter Arbeiter wiesen z. T. beträchtliche 
Mengen an W nach.  
Ob und in welchem Ausmaß WC(-Co)-NP auch in Zellen d s Gehirns aufgenommen werden, 
ist unklar. Die Arbeiter in Hartmetallfabriken wurden bisher nicht auf neurologische Schäden 
oder neurodegenerative Erkrankungen hin untersucht. Eine Beteiligung von anderen NP an 
der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen wird aber diskutiert. Bei Untersuchungen 
mit NP bzw. umweltbedingten ultrafeinen Partikeln wurde eine Verbindung zwischen Parti-
kelexposition, oxidativem Stress im Gehirn sowie der Hochregulation von Markern für neu-
rodegenerative Krankheiten beobachtet (Calderon-Garciduenas, Solt et al. 2008; Peters et al. 
2006). Daher ist das Auftreten von neurodegenerativen Veränderungen durch eine Exposition 
mit WC(-Co)-NP nicht auszuschließen und die Erforschung des neuro- und gliotoxischen Po-
tentials dieser NP von Bedeutung.  
Wang et al. konnten bei Mäusen nach nasaler Instillation von TiO2-NP (mit vergleichbarer 
Größe wie die untersuchten WC-Co-NP) eine höhere TiO2-Konzentration im Gehirn als in 
den Lungen messen (Wang et al. 2008). Demnach akkumulierten die Partikel im Gehirn. Nel 
at al. fassten für CNT, Eisenoxidpartikel und andere NP zusammen, welche Proteine am 
stärksten binden. Neben Albumin befanden sich auch Apolipoproteine darunter (Nel et al. 
2009). Würden Apolipoproteine (Apo) an WC/WC-Co-NP binden, wäre neben der Transloka-
tion über den Riechnerv ein möglicher Weg ins Gehirn der über die Blut-Hirn-Schranke. Mit 
der Bindung von ApoE und ApoB könnte diese Barriere üb r LDL-Rezeptoren überwunden 
werden (Kim et al. 2007).  
Der experimentelle Ansatz dieser Arbeit erlaubt Rückschlüsse auf die direkte Wirkung der NP 
auf verschiedene Zelltypen des Gehirns. Die erzielten Ergebnisse können nun zur Etablierung 
von in vivo Testsystemen zur Untersuchung der Neuro- und Gliotoxizi ät von WC(-Co)-NP 
genutzt werden.  
Aufgrund der lebensnaheren Ergebnisse mit Primärkulturen (LePage et al. 2005) kamen in 
dieser Arbeit vor allem neuronale und gliale Primärkulturen zum Einsatz. Dabei wurden Zel-
len des Rattenhirns verwendet. Daher muss die Anwendbarkeit der Daten auf den Menschen 
diskutiert werden. Roesems et al. beschrieben beispielsweise, dass humane alveoläre Epithel-
zellen des Typ II (AT-II) weniger sensitiv auf Co reagierten als AT-II von Ratten (Roesems et 
al. 1997). Des Weiteren könnte der Unterschied humanes Serum versus experimentell genutz-
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tes fötales Kälberserum von Bedeutung sein. Ehrenbeg et al. belegten, dass Inkubationen von 
NP mit humanem Serum oder fötalem Kälberserum unterschiedliche Wechselwirkungen her-
vorriefen (Ehrenberg et al. 2009). Mit der Etablierung verschiedener Testmethoden im Rah-
men dieser Arbeit sollte sich zukünftig die Toxizität von NP auch für humane Zellen überprü-
fen lassen. 
4.2 Aufnahme und Nachweis der Nanopartikel in den Zellen: Alle unter-
suchten Zellen nehmen Partikel auf 
Ziel der Arbeit war die biologische Aktivität bzw. Toxizität der Nanopartikel (NP) in Abhän-
gigkeit ihrer physikochemischen Eigenschaften zu studieren. Dafür sind Untersuchungen des 
Aufnahmemechanismus und der Nachweis der Partikel in den Zellen notwendig, da die toxi-
schen Effekte der NP oftmals in einer Internalisierung und den darauf folgenden zellulären 
Veränderungen begründet liegen. Für die untersuchten nanoskaligen WC(-Co)-Partikel exis-
tieren bislang keine Daten zur Bioverteilung und zu Aufnahmemechanismen von Neuronen 
und Gliazellen. 
Um die Aufnahme der WC(-Co)-NP in die Zellen zu charakterisieren, wurden verschiedene 
Methoden angewendet. Jede bietet Vor- und Nachteile. Di  Elektronenmikroskopie (EM) 
zeigt die genaue Lokalisation der NP an, während die ICP-Massenspektrometrie (ICP-MS) 
und die Durchflusszytometrie quantitative Aussagen li fern können, allerdings nicht mit der 
gesicherten Aussage, dass die Partikel wirklich in und nicht nur auf den Zellen liegen. EM-
Bilder zeigen aber meist nur einen geringen Ausschnitt der Zellkultur bzw. des Gewebes, 
während im Durchflusszytometer mehrere Tausend Zellen untersucht werden können. Der 
Nachweis der Partikelaufnahme mit Hilfe des Durchflusszytometers wurde schon von mehre-
ren Arbeitsgruppen durchgeführt (Ashwood, Thompson und Powell 2007; Clift et al. 2008;  
Stringer, Imrich und Kobzik 1995). Die Partikelaufnahme wurde dabei entweder anhand des 
steigenden Werts für das Seitwärtsstreulicht (SSC) als Maß für die Zellgranularität oder der 
erhöhten Fluoreszenz bei fluoreszierenden Partikeln abgeleitet.  
Mit einer Elementanalyse mittels EDX an EM-Proben oder ICP-MS von Zellen, die auf Ob-
jektträgern fixiert sind, kann man die elementare Zusammensetzung der Zellen und ihrer in-
ternalisierten Partikel nachweisen.  
Die in der Arbeit untersuchten WC-Partikel wurden mit einer Kombination aus EM, ICP-MS 
und Durchflusszytometrie in OLN-93 Zellen (Oligodenrozytenvorläuferzellen) sowie primä-
ren Astrozyten, Mikroglia und Neuronen der Ratte nachgewiesen. Mittels EM konnten die 
Partikel und deren Agglomerate in OLN-93 Zellen, Neuronen und Astrozyten gezeigt werden. 
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Die Elementanalyse (EDX) und ICP-MS belegten eindeutig das Vorhandensein der Elemente 
Wolfram und Cobalt in den Zellen. Außerdem konnte mit den ICP-MS Messungen bewiesen 
werden, dass Cobalt für eine effektive Aufnahme in OLN-93 Zellen partikulär zusammen mit 
WC appliziert werden muss.  
Bei den EM-Aufnahmen wurden keine Partikel im Zellkrn gefunden, das bedeutet aber nicht, 
dass sie nicht bis in den Zellkern vordringen können. Eventuell gelangen nur kleinste NP in 
den Zellkern, deren Größe unter der Nachweisgrenze des SEM liegen. Eine weitere Möglich-
keit wäre, dass nur gelöste Wolfram- oder Cobaltionen den Zellkern erreichen und dass die 
untersuchten NP auf diesem Wege z. B. DNA-Veränderungen auslösen. Das Phänomen feh-
lender NP im Zellkern wurde auch von Chithrani et al. und Singh et al. beschrieben. Sie fan-
den mittels EM ebenfalls keine Gold-NP bzw. TiO2-NP im Zellkern (Chithrani, Ghazani und 
Chan 2006; Singh et al. 2007).  
Bei der Durchflusszytometrie konnte eine größere Granularität der Zellen nach WC(-Co)-NP-
Exposition nachgewiesen werden. Dabei war der SSC-Wert zunächst umso größer, je höher 
die Partikelkonzentration und je länger die Expositi nsdauer war. Ab einer Konzentration für 
20 µg/ml WC 100na gab es keine weitere Erhöhung der Granularität in OLN-93 Zellen (Abb. 
3-7). Vermutlich haben die Zellen nur eine beschränkte Aufnahmekapazität für die Partikel.  
Des Weiteren scheint die Aufnahme partikelabhängig zu sein. Beim Vergleich der verschie-
denen WC-Partikel zeigte sich (Abb. 3-11), dass WC 100na und WC-Co (mit einer Primär-
partikelgröße von 50 nm und einer stabilen Agglomeratgröße von 145 nm) eine größere Ver-
änderung der Granularität verursachten als WC 10n (mit einer Primärpartikelgröße von 20 nm 
und einer Agglomeratgröße von 115 nm). Eine Exposition der Zellen über sechs Tage zeigte, 
dass die Granularität der WC 10n exponierten OLN-93 Zellen stärker als nach einer Stunde 
und interessanterweise annähernd gleich wie die von WC 100na exponierten Zellen war (Abb. 
3-8 und 3-9). Das deutet auf unterschiedliche Geschwindigkeiten in der Aufnahme hin. Trotz 
Zellteilung verringerte sich der SSC-Wert für WC 10n exponierte Zellen bei dieser langen 
Inkubationszeit nicht im Gegensatz zu den Zellen mit WC 100na. Eine mögliche Erklärung 
wäre, dass WC 10n-NP über den gesamten Zeitraum von 6 Tagen aufgenommen wurden und 
die Sättigung der Aufnahme später eintrat als für WC 100na-NP. Dafür ursächlich könnten 
verschiedene Aufnahmemechanismen sein.  
Der Größenunterschied zwischen den WC-NP (115 nm/ 145 nm) ist zwar mit 30 nm relativ 
gering, kann aber doch entscheidend für das Aufnahmeprinzip sein. Zudem ist die Differenz 
in der Größe der Primärpartikel viel höher (9 nm/ 56 nm). Für TiO2-NP wurde von Horie et 
al. beobachtet, dass je kleiner die Primärpartikelgröße war, desto mehr Proteine aus dem Se-
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rum adsorbiert wurden (Horie et al. 2009). Das könnte den Unterschied zwischen WC 10n 
und WC 100na erklären. Möglicherweise wird der hydrodynamische Durchmesser der WC 
10n-NP durch Proteinanlagerungen so stark vergrößert, dass die Aufnahme gegenüber WC 
100na-NP verlangsamt ist. Unterschiedliche Aufnahmekinetiken von verschieden großen Par-
tikeln wurden ebenfalls von Chithrani et al. mit Gold-NP bei HeLa Zellen beobachtet. Sie 
ermittelten unterschiedliche maximale Aufnahmekapazitäten für NP mit mittleren Größen von 
14 nm, 50 nm sowie 74 nm, wobei die 50 nm Partikel am stärksten aufgenommen wurden. 
Die Aufnahme aller Gold-NP verlangsamte sich nach 3-4 h und erreichte ein Plateau zwi-
schen 5 und 7 h (Chithrani, Ghazani und Chan 2006). Auch bei den Experimenten mit WC 
100na- und WC-Co-NP nahm der SSC-Wert nach 24 h nicht mehr stark zu gegenüber der 3 h 
Exposition.  
Die Sinkgeschwindigkeit der Partikel kann auch von Bedeutung sein, da WC 100na- und WC-
Co-NP im Zellkulturgefäß nach der Applikation schneller absinken und dadurch den adhärie-
renden Zellen eher zur Verfügung stehen. Zu Beginn der Exposition haben allgemein eher die 
größeren Partikel bzw. Agglomerate Einfluss auf die Granularität, da sie schneller absinken. 
Eine weitere Erklärung für die unterschiedlichen SSC-Werte der Zellen nach Exposition mit 
beiden WC-Suspensionen ist, dass für die Granularität n cht nur die angelagerten oder inter-
nalisierten Partikel eine Rolle spielen. Ebenso können die zellulären Veränderungen, die 
durch die NP verursacht werden, zur Erhöhung des SSC-Werts beitragen. So wurde bei-
spielsweise eine vermehrte Vakuolenbildung nach WC-Co-NP-Exposition von OLN-93 Zel-
len elektronenmikroskopisch beobachtet.  
Da für die Internalisierung der NP die entsprechende Proteinkorona von großer Bedeutung ist, 
kann neben den physikochemischen Eigenschaften der NP auch das Serum und die Medien-
zusammensetzung während der Exposition entscheidend sei  (Petri-Fink et al. 2008). Bezo-
gen auf die WC(-Co)-NP wären Unterschiede in der Proteinkorona durchaus denkbar, da sich 
die untersuchten NP neben der Größe in der chemischen Zusammensetzung (WC 100na = 
WC und WC 10n =W2C, WC-Co mit Co), dem Dispergiermittel (bei WC 10n u d WC-Co 
Zugabe von NHMP), den Löslichkeiten (mehr W in WC-Co Suspensionen gelöst) und den 
Verunreinigungen (WC 10n mit Ruß) unterscheiden. Das könnte zu gering veränderten Ober-
flächencharakteristika führen, welche wiederum zur Adsorption anderer Proteine tendieren 
und zu unterschiedlicher Bindung an die Zellmembran sowie letztendlich zur partikelspezifi-
schen Aufnahme in die Zellen beitragen. Auch das Zetapotential, das etwas über die Ladung 
der Partikeloberfläche aussagt, ist für die Adsorpti n an Zellmembranen bedeutend und hat 
einen entscheidenden Einfluss auf die Partikelaufnahme. Das Zetapotential der verschiedenen 
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WC-Partikel unterscheidet sich leicht. Es ist für WC 100na am höchsten (-35 mV). In vielen 
Untersuchungen konnte die Abhängigkeit der Aufnahme bzw. des Aufnahmemechanismus 
von der Ladung der NP belegt werden (Clift et al. 2008; Chung et al. 2007; Dausend et al. 
2008; Foged et al. 2005).  
Ehrenberg et al. konnten eine Bindung von Serumproteinen an negative beschichtete NP 
schon nach Sekunden bis Minuten zeigen. Sie demonstrierten zudem eine größere Partikel-
Zell-Assoziation für geladene, im Besonderen negativ geladene NP-Oberflächen als für neut-
rale NP (Ehrenberg et al. 2009). Dies spricht für eine Wechselwirkung zwischen NP und Zel-
le, die nicht auf Rezeptor-Liganden-Bindung, sonder auf elektrostatischen Kräften beruht, 
wie es auch der Fall für WC(-Co) sein könnte. 
Durch die Anheftung von Serumproteinen und der damit verbundenen Vergrößerung des hyd-
rodynamischen Durchmessers der NP könnten Aufnahmeweg  ie verschiedene Endozytose-
Formen und Diffusion verhindert werden (Doak et al. 2009). Für WC 10n-Partikel mit einer 
mittleren Größe von 115 nm könnte die clathrin-abhängige Endozytose trotzdem eine Rolle 
spielen, da unbekannt ist, welchen Einfluss die Proteinkorona auf die hydrodynamische Größe 
dieser NP hat. Allerdings diskutierten Harush-Frenkel et al. und Dausend et al. die clathrin-
abhängige Endozytose nur für positiv geladene Partikel (Dausend et al. 2008; Harush-Frenkel 
et al. 2007). Für die Mehrheit der WC 100na- und WC-Co-NP (Größenverteilung siehe An-
hang, Abschnitt 8.1) scheidet dieser Mechanismus aus, da allein die Größe der Partikel die 
Kapazität der Clathrin-Endosomen überschreitet. Diese liegt bei 120 nm (Lynch, Dawson und 
Linse 2006).  
Nanopartikel könnten also trotz der geringen Primärpartikelgröße Ziel für die Phagozytose 
werden (Doak et al. 2009). Zu dieser Form der Endozytose sind alle untersuchten Zellen in 
der Lage. Für Oligodendrozyten konnte gezeigt werden, ass sie grundsätzlich phagozytieren 
können (Saito et al. 1986). Sie sind aufgrund der Myelinbildung zudem sehr aktiv, was 
Membran „trafficking“ betrifft (Winterstein, Trotter und Kramer-Albers 2008). Dazu zählen 
auch verschiedene Endozytosewege, die z. T. in Lysosomen enden. Astrozyten könnten eben-
falls Phagozyten sein, da sie evolutionär konservierte Phagozytose-Signalwege hochexprimie-
ren (Cahoy et al. 2008) und für primäre Astrozytenkulturen Phagozytose nachgewiesen wer-
den konnte (Chang, Barbaro und Pieper 2000). Durch eine Aktivierung, ausgelöst beispiels-
weise durch geschädigte Neuronen, werden ruhende Mikroglia zu phagozytierenden Zellen 
(Verkhratsky und Butt 2007).  
Dass Phagozytose oder andere Formen der aktinabhängigen Endozytose als Aufnahmewege 
eine Rolle spielen, wurde in Experimenten mit Cytochalasin D (CytoD) verdeutlicht. Dabei 
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konnte eine zell- und partikelspezifische Aufnahme und Hemmung durch eine einstündige 
CytoD-Vorinkubation beobachtet werden. Die unterbundene Aktin-Polymerisierung verur-
sachte eine gehemmte Aufnahme für alle untersuchten NP in OLN-93 Zellen, bei Astrozyten 
und Mikroglia dagegen nur für WC 10n- und WC-Co-NP (Abb. 3-11). Für WC 100na-NP 
gibt es demzufolge Unterschiede im Aufnahmeverhalten zwischen den Gliazelltypen. Trotz 
Hemmung konnte der SSC-Wert mit einer CytoD-Vorinkubation allerdings nicht bis auf das 
Niveau der Kontrollzellen ohne Partikelexposition gesenkt werden. Die EM-Bilder von WC-
exponierten Astrozyten und OLN-93 Zellen zeigten dazu eine gewisse Diskrepanz. Die EM-
Bilder von exponierten und mit CytoD vorinkubierten OLN-93 Zellen ließen keine internali-
sierten Partikel mehr erkennen. Stringer et al. diskut erten dieses Phänomen ebenfalls und 
konnten den SSC-Wert durch eine CytoD-Vorbehandlung der Zellen nicht wieder auf Kon-
trollniveau senken. Hier wird dieses Ergebnis ebenso mit der detektierten Bindung der Parti-
kel an die Zellaußenseite erklärt (Stringer, Imrich und Kobzik 1995). Es ist zu beachten, dass 
auch angelagerte nicht internalisierte Partikel die Analyseparameter (SSC und Fluoreszenz) 
beeinflussen und ein falsch positives Ergebnis anzeigen könnten.  
Aufgrund der geringen Zahl der untersuchten Zellen im EM wäre es aber auch möglich, dass 
CytoD die Aufnahme nicht vollständig unterbindet und die aktinabhängige Endozytose nicht 
der einzige Aufnahmemechanismus ist.  
Aktin ist beteiligt an folgenden Endozytosemechanismen: bei Phagozytose, Makropinozytose, 
clathrin- und caveolae-vermittelte Endozytose, CLIC/GEEC-Mechanismus (Clathrin-
Independent Carriers and GPI-Enriched Endocytic Compartments) und bei zirkulären dorsa-
len Wellen zur Rezeptorinternalisierung – circular dorsal ruffles/waves (Doherty und 
McMahon 2009). Aktinabhängige Aufnahmeprozesse von NP wurden u. a. bei epithelialen 
Zervixkarzinomzellen (HeLa), humanen mesenchymalen Stammzellen und murinen embryo-
nalen Zellen gezeigt (Chung et al. 2007; Dausend et al. 2008). Geiser et al. berichteten von 
der Aufnahme ultrafeiner Partikel durch Makrophagen mit einem aktinunabhängigen Prozess 
(Geiser et al. 2005). Ebenso beobachteten Zhang et al. keinen hemmenden Einfluss von Cy-
toD auf die Aufnahme von QD in humane Keratinozyten (Zhang und Monteiro-Riviere 2009). 
Während der Aktin-Umbau bei OLN-93 Zellen für die Aufnahme von WC 100na-NP von 
Bedeutung ist, scheinen primäre Astrozyten und Mikroglia einen aktinunabhängigen Weg der 
Aufnahme zu präferieren. Möglicherweise sind andere Rezeptoren und/oder Mikrotubuli an 
der Aufnahme durch Astrozyten und Mikroglia beteiligt. Die Proteinkorona der NP, die diver-
se Rezeptorbindungen nach sich zieht, ist neben der chemisch-physikalischen Natur der Parti-
kel und des Expositionsmediums auch von den Zellen selbst abhängig. Sekretieren Zellen 
4 DISKUSSION 
 97 
viele Substanzen ins Medium, kann das ebenfalls Einfluss auf die Proteinkorona der NP ha-
ben (Nel et al. 2009). Alle in dieser Arbeit untersuchten Gliazellen sekretieren aufgrund ihrer 
Funktion verschiedene Proteine (u. a. Zytokine). Die unterschiedliche zelluläre Proteinausstat-
tung sowie -sekretion und die abweichende Medienzusammensetzung bei der Kultivierung 
von OLN-93 Zellen (DMEM) und Astrozyten sowie Mikroglia (DMEM/F12) könnte erklä-
ren, warum die Aufnahme der untersuchten WC(-Co)-NP zudem ein zellspezifischer Prozess 
ist. Mit Hemmstoffen für verschiedene Aufnahmemechanismen konnten auch Behrens et al., 
Xia et al. und Chung et al. partikel- und zelltypspezifische Aufnahmewege nachweisen 
(Behrens et al. 2002; Chung et al. 2007; Xia et al. 2008).  
Bei den durchgeführten Experimenten zur Aufnahme und zum Nachweis der Partikel gab es 
keine Hinweise auf das Ausschleusen der NP (Exozytose) aus den Zellen. Eine Verringerung 
des SSC-Signals bei länger andauernder WC 100na-Exposition resultierte vermutlich aus der 
Verteilung der Partikel auf die Tochterzellen während der Proliferation. Auch von Clift et al. 
waren mit QDs keine Exozytosevorgänge beobachtbar (Clift et al. 2008).  
Nur längerfristige Experimente könnten mit Sicherheit klären, ob für die NP auch wieder ein 
Weg aus den Zellen heraus führt. Da die maximale Kulturdauer ohne Passagierung aber be-
grenzt ist, konnte dies in dem verwendeten Testsystem nicht untersucht werden. Zur exakten 
Aufklärung der Aufnahmemechanismen von WC(-Co)-NP in Neuronen und Gliazellen wäre 
die Testung anderer Hemmstoffe für verschiedene Endozytosewege förderlich. Dazu könnten 
Polyinosinsäure als Scavenger-Rezeptor-Blocker oder Fucoidan als Scavenger-Rezeptor-
Antagonist, Phenylarsinoxid (PAO) zur Hemmung der clathrin-abhängigen Endozytose, Fili-
pin für die Inhibierung der caveolae-vermittelten Edozytose und Nocodazol für die Störung 
der Mikrotubuli-Dynamik der Zelle eingesetzt werden (Ashwood, Thompson und Powell 
2007; Chung et al. 2007; Zhang und Monteiro-Riviere 2009).  
Da die Aufnahme von NP stark vom umgebenden Medium abhängig ist, können die n vitro 
Versuche nur bedingt mit der  in vivo Situation verglichen werden. Dabei ist die Frage, ob die 
Partikel von den Zellen aufgenommen werden, von entscheidender Bedeutung für die Toxizi-
tät der Partikel und ihren Verwendungszweck. Hier wu de klar gezeigt, dass Zellen des Ge-
hirns NP internalisieren und partikelbedingt ein aktinabhängiger Aufnahmemechanismus dar-
an beteiligt ist. Es kann allerdings keine allgemeingültige Aussage zu Aufnahmemechanismen 
von NP getroffen werden, da für die Aufnahme die Proteinumgebung, das Nanomaterial und 
der Zelltyp mitbestimmend sind. 
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4.3 Mechanismus der toxischen Wirkung von WC-Co: WC-Co-Partikel 
dienen als Vehikel, um Cobalt in die Zellen einzuschleusen 
Da WC allein nur eine sehr geringe Reaktion in Zellen hervorruft, liegt die Vermutung nahe, 
dass die Zugabe von Cobalt für den toxischen Effekt v rantwortlich ist. Dabei könnte es sich 
um gelöste Cobaltionen oder an die Partikel gebundenes Cobalt als Ursache handeln. Ein wei-
terer Grund für die Toxizität könnte der erhöhte Anteil an gelöstem Wolfram in den WC-Co-
Suspensionen sein. Verschiedene Experimente mit Cobaltchlorid und Natriumwolframat zeig-
ten aber, dass weder gelöstes Cobalt noch Wolfram in der Suspension für die höhere Toxizität 
von WC-Co ursächlich sind. Auch eine Kombination aus WC 100na-NP und gelöstem Co-
baltchlorid hatte in den Vitalitätstests keine den WC-Co-NP vergleichbare Wirkung. Die ge-
mischte partikuläre Form von WC und Cobalt ist demzufolge Voraussetzung für die toxischen 
Effekte. Dies belegten auch schon zahlreiche Studien mit mikroskaligen WC-Co-Partikeln 
(Lison und Lauwerys 1993; Lison et al. 1995; Roesems t al. 1997; Roesems et al. 2000; Van 
Goethem, Lison und Kirsch-Volders 1997). Lison & Lauwerys zeigten schon mit murinen 
Makrophagen, dass CoCl2 und Co-Partikel keine dem WC-Co vergleichbare Steigerung des 
Zelltods bewirkten, des Weiteren ein direkter Kontakt zwischen Zellen und WC-Co-Partikeln 
Voraussetzung für die toxischen Effekte ist und dass eine Kombination von Cobalt mit ande-
ren Partikeln anstelle von WC wirkungslos ist (Lison und Lauwerys 1993). Die Toxizität von 
WC-Co beruht also auf einer Wechselwirkung zwischen WC und Co in partikulärer Form. 
Bei fast allen Experimenten dieser Arbeit wurde CoCl2 trotzdem mit untersucht. Dabei zeigte 
sich, dass einige der Effekte, die WC-Co-NP in den Z llen bewirkten, durch den Cobaltanteil 
hervorgerufen zu sein schienen, vermutlich über die Nachahmung einer hypoxischen Situati-
on (chemische Hypoxie). Cobalt verhindert die Proteolyse der alpha-Untereinheit des Hypo-
xie-induzierbaren Faktors HIF1 (Yuan et al. 2003). Unter physiologischen Bedingungen wird 
dieses Protein hauptsächlich bei zellulärem Sauerstoffmangel (Hypoxie) stabilisiert. Dadurch 
kommt es zu HIF1-vermittelten Reaktionen in den Zellen, wie z. B. zu einer hypoxietypischen 
Genregulation. Am deutlichsten konnte man die cobaltvermittelten Effekte bei den Expressi-
onsstudien einiger Gene (z. B. Abb. 3-42: Tgfbi und Col8a1 Expression in OLN-93 Zellen) 
erkennen. Die Behandlung mit CoCl2 bewirkte eine ähnliche, wenn auch nicht so starke Re-
gulation dieser Gene wie WC-Co-NP. Offensichtlich dienen die WC-Co-NP als Vehikel, um 
Cobalt in die Zellen hinein zu bringen. Daher zeigen Experimente mit vergleichbaren Kon-
zentrationen an Cobaltchlorid und Natriumwolframat nicht diese schädigende Wirkung, da 
die Zellmembran für viele Ionen eine natürliche Barriere darstellt. Auch für mikroskalige Co-
balt-Partikel konnten Hoet et al. zeigen, dass Cobalt in partikulärer Form vorliegen muss, um 
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den Pentosephosphatweg als Zeichen von oxidativem Stress zu aktivieren. Mit Cobaltionen 
war dieser Effekt nicht zu beobachten (Hoet et al. 2002). Dieser so genannte Mechanismus 
des Trojanischen Pferds wurde von Limbach et al. schon für andere Partikel beschrieben 
(Limbach et al. 2007). Sind die Partikel erst einmal in die Zelle gelangt, können sich intrazel-
lulär Cobaltionen bilden und ablösen. In der Zelle bzw. in den verschiedenen Zellkomparti-
menten herrschen zum Teil andere pH-Werte, die ein Lösungsverhalten der Partikel begünsti-
gen. Lysosomen sind beispielsweise sauer und im sauren Milieu gelten andere Löslichkeiten 
für (Hart-)Metalle (Andersson und Bergström 2000). In Kooperation mit der Arbeitsgruppe 
Bioanalytische Ökotoxikologie am UFZ in Leipzig konnte exemplarisch für OLN-93 Zellen 
eine Kolokalisation der WC-Partikel mit Lysosomen beo achtet werden, was die These der 
intrazellulären Zersetzung der Partikel unterstützt. Ein weiterer Punkt, der zur Toxizität der 
NP beiträgt, ist, dass nanoskalige Partikel aufgrund ihrer geringen Größe leichter in die Zelle 
eindringen können und Cobalt somit gezielter als mikrokristalline Partikel in die Zellen ein-
schleusen können.  
Eine andere Ursache der verstärkten Toxizität von WC-Co wurde von Gries und Prakash so-
wie Fubini beschrieben. Sie gehen davon aus, dass an der Grenzfläche von WC und Co Kon-
takt-Korrosion und dadurch mehr ROS-Bildung durch Wechselwirkung zwischen WC und Co 
an der WC-Oberfläche auftritt, wie in der Abb. 4-1 gezeigt. WC verstärkt dabei die Korrosion 
und Löslichkeit von Cobalt in der Zelle und fungiert als Katalysator für die Sauerstoffredukti-
on (Fubini 1997; Gries und J.Prakash 2007). Die Auflös ng von WC-Co passiert zudem umso 
leichter, je kleiner die Partikel sind, da eine größere Oberfläche frei vorliegt, um Elektronen 
von Cobalt aufzunehmen. Untersuchungen von Zhang et al. mit nanoskaligem WC-Co liefer-
ten ebenfalls Hinweise auf oxidativen Stress (Zhang et al. 2010). Dabei kam es bei der Expo-
sition einer murinen epidermalen Zelllinie zur Aktivierung und Translokation des redox-
sensitiven Transkriptionsfaktors nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2). 
 
Abbildung 4-1: ROS-Entstehung an der Grenzfläche zwi-
schen WC und Co: 
Je größer die Oberfläche und je näher der Kontakt zwischen 
WC und Co ist, desto mehr ROS (OH°, O2-, O2H
-) entstehen 
(Gries und Prakash, 2007) 
 
 
Für die vermehrte ROS-Bildung spricht auch, dass Astrozyten gegenüber oxidativem Stress 
besonders empfindlich sind und sich bei den untersuchten Endpunkten als sensitivste Zellen 
herausstellten. Es ist bekannt, dass Neuronen und Gliazellen unterschiedlich mit oxidativem 
Stress umgehen. Von Feeney et al. wurde beschrieben, dass Astrozyten empfindlicher auf 
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Hydrogenperoxid reagierten als Neuronen (Feeney et al. 2008). Hirrlinger et al. konnten zei-
gen, dass Oligodendrozyten-Kulturen Hydrogenperoxid gegenüber den anderen Gliazellen am 
schnellsten entgiften konnten (Hirrlinger et al. 200 ). 
Grundsätzlich lässt sich feststellen: Um die Toxizität von WC-Co hervorzurufen, muss die 
Kombination beider Stoffe in partikulärer Form vorliegen.  
4.4 Akute Zytotoxizität der Nanopartikel: WC(-Co)-NP bewirken zell- 
und partikelabhängige Effekte 
Nachdem die Aufnahme der Nanopartikel durch die Zellen nachgewiesen werden konnte, 
wurden verschiedene Tests durchgeführt, um das zytotoxische Potential von WC- und WC-
Co-NP beurteilen zu können. Dazu zählten neben den Vitalitätstests Experimente zur Be-
stimmung der Proliferation, Zellzahl, Proteinmenge und des Adhäsionsverhaltens, Apoptose- 
und Nekroseuntersuchungen sowie Färbungen des Aktin-Zy oskeletts und eine Quantifizie-
rung des Neuritenwachstums nach NP-Exposition.  
 
Bei den Vitalitätstests nach einer 72 h Exposition k nte eine zelltypabhängige Beeinträchti-
gung durch WC-Co-NP beobachtet werden (Abb. 3-17). Dabei waren die Neuronen am we-
nigsten vulnerabel gegenüber der WC-Co vermittelten Toxizität, während Mikroglia und 
Astrozyten mit der stärksten Verringerung der Vitalität reagierten. Schon mikroskopische 
Aufnahmen zeigten eine veränderte Morphologie der Gliazellen und eine geringere Konfluenz 
nach WC-Co-Exposition. Im Gegensatz dazu bewirkte ein  Exposition mit beiden WC-NP 
keine sichtbaren morphologischen Veränderungen und keine Reduktion der Vitalität der Zel-
len (Ausnahme Astrozyten, wo WC 100na-NP einen leicht toxischen Einfluss in der höchsten 
Konzentration hatten). Bei Mikroglia bewirkten geringe Konzentrationen an WC 100na-NP 
sogar einen Anstieg der Vitalität, vermutlich bedingt durch eine Aktivierung der Mikroglia, 
die auch mit einer Proliferationssteigerung verbunden ist. 
Die hohe Sensitivität der Astrozyten (und Mikroglia) kann vielfältige Ursachen haben. Ers-
tens handelt es sich um primäre Astrozyten und Mikroglia, deren Wachstum und Kultivierung 
viel empfindlicher gegenüber störenden/äußeren Einflüssen ist als die Zelllinie OLN-93. Des 
Weiteren wachsen die Astrozyten und Mikroglia langsamer als die OLN-93 Zellen. Chang et 
al. zeigten bereits, dass die Toxizität von NP abhängig ist von der metabolischen Aktivität 
und der Wachstumsrate der Zellen (Chang et al. 2007). Für Astrozyten, nicht aber für Neuro-
nen konnte zudem eine hohe Sensitivität gegenüber ROS (besonders H2O2) belegt werden 
(Feeney et al. 2008). Da die Bildung von ROS auch für WC-Co-Partikel postuliert wurde 
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(Gries und J.Prakash 2007), scheint oxidativer Stress eine mögliche Erklärung für die erhöhte 
Toxizität in Astrozyten zu sein. In einem einfachen Test mit dem ROS-sensitiven Fluores-
zenzfarbstoff DCFH-DA konnte durch eine WC(-Co)-NP-Exposition eine vermehrte ROS-
Entstehung (besonders mit WC-Co-NP, aber auch durch CoCl2) bei Astrozyten im Vergleich 
zu Kontrollzellen gemessen werden. Allerdings lieferten diese Experimente keine verlässlich-
reproduzierbaren Daten. Doak et al. beschreiben ebefalls die Limitierung dieses Tests in 
Bezug auf NP, daher wurde der Test nicht weiter angewendet (Doak et al. 2009).  
Möglicherweise spielt bei den Experimenten auch das im Medium enthaltene Serum eine Rol-
le. Für Silica-NP und phagozytierende Zellen, speziell Makrophagen, konnten Dutta et al. 
eine größere Toxizität, bedingt durch eine höhere Aufnahme der NP, mit serumhaltigem Ex-
positionsmedium feststellen (Dutta et al. 2007). Alle Gliazelltypen können phagozytieren und 
wurden für die Zytotoxizitätstests in serumhaltigem Medium kultiviert, da das Serum als zu-
sätzliches Dispergiermittel fungierte. Die primären Neuronenkulturen erhielten dagegen nur 
einen serumfreien Mediumszusatz (B27). Der B27-Zusatz enthält außerdem eine Mischung 
aus Antioxidantien und Proteinen zum Schutz vor oxidativem Stress (laut Hersteller: Katala-
se, Superoxid-Dismutase, Transferrin, DL alpha Tocopherol und Gluthation). Eventuell füh-
ren diese Substanzen zu einem gewissen Schutz der Neuronen in Kultur, wenn man davon 
ausgeht, dass die toxische Wirkung z. T. über ROS vermittelt wird. Geht man von einer proli-
ferationshemmenden Wirkung von WC-Co-NP und einer darauf beruhenden geringer gemes-
senen Vitalität aus, könnte bedeutend sein, dass sich die Neuronen in Kultur nicht mehr teilen. 
Zudem konnte die Aufnahme der NP durch Neuronen nicht mit Hilfe des Durchflusszytome-
ters quantifiziert werden. Es wäre demzufolge möglich, dass Neuronen weniger NP aufneh-
men und daher weniger sensitiv reagieren. Der gerinen Beeinträchtigung von Neuronen 
könnten demzufolge experimentelle und/oder zellspezifische Ursachen zu Grunde liegen.  
Die veröffentlichten Daten zu WC-Partikeln bestätigen die geringe Toxizität von WC, die 
auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Des Weiteren ist es bekannt, dass NP unter-
schiedlich starke Effekte auf verschiedene Zelltypen haben. Die untersuchten WC-Co-NP 
verursachten in CaCo-2 (humane epitheliale Darmadenokarzinomzellen) und HaCaT Zellen 
(humane Keratinozyten) eine Verringerung der Vitalität, während A549 Zellen (humane Lun-
genkarzinomzellen) wie Neuronen kaum beeinträchtigt waren. Expositionen mit WC 100na-
NP hatten dagegen in keiner der untersuchten Zelllini n eine verminderte Vitalität zur Folge 
(Bastian et al. 2009). So wie bei vielen Aufnahmestudien eine Zellabhängigkeit nachgewiesen 
werden konnte, gilt dieses Phänomen auch für die Zytotoxizitätsuntersuchungen verschiede-
ner Arbeitsgruppen (Chang et al. 2007; Lanone et al. 2009). Xia et al. beobachteten unter-
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schiedliche Sensitivitäten ihrer untersuchten Zellen g genüber NP-Exposition und zeigten, 
dass die neuroendokrinen PC-12 Zellen zu den unempfindlicheren gehörten (Xia et al. 2008). 
Koga et al. demonstrierten an humanen Chondrozyten und Neuroblastomazellen mit Hilfe des 
MTT-Tests eine geringere Toxizität von mikroskaligem WC gegenüber Cobaltpartikeln. Da-
bei zeigte sich eine höhere Sensitivität der Neuroblastomazellen gegenüber den Chondrozy-
ten. Weitere Untersuchungen zur Proliferation der Zllen mit Propidium-Iodid (PI) zeigten 
dagegen keine Beeinträchtigung mit mikroskaligen WC-Partikeln (Koga et al. 2006). Für na-
noskaliges WC mit einer Primärpartikelgröße von 43 nm (vergleichbar mit den untersuchten 
WC 100na-NP) konnten Lanone et al. mit verschiedenen Testsystemen keine Zytotoxizität in 
A549 und monozytären THP-1 Zellen feststellen (Lanone et al. 2009). 
Ding et al. inkubierten eine murine tumorpromotor-sen itive epidermale Zelllinie (JB6 P+) 
6 h mit sehr hohen Konzentrationen an nano- und mikroskaligem WC-Co (95 nm und 3,9 µm) 
und beobachteten 24 h später mittels Alamar Blue-Assay eine signifikant erhöhte Vitalität  
durch die WC-Co-NP. Außerdem kam es nach einer 24 h Exposition zu einer Aktivierung der 
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFκB sowie der MAPKinasen p38, ERK und JNK, aller-
dings wiederum vermehrt durch sehr hohe Konzentrationen an nanoskaligem WC-Co 
(50 µg/cm² entgegen der eingesetzten Konzentration von 9,8 µg/cm² in der vorliegenden Ar-
beit). Diese Aktivierung war durch das Antioxidanz N-acetyl-cystein hemmbar, was auf die 
Beteiligung einer gesteigerten ROS-Entstehung durch WC-Co schließen ließ. Sie konnten 
damit den sogenannten „Nanoeffekt“ (siehe Abschnitt 1.2.2) und eine tumorzellfördernde 
Wirkung für WC-Co belegen (Ding et al. 2009). Der Unterschied bezüglich der Vitalität (Er-
höhung) im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen mit WC-Co-NP (verringerte Vitali-
tät) könnte in der kürzeren Expositionszeit und vor allem im untersuchten Zelltyp liegen. 
 
Bei den vorliegenden Experimenten ergaben die direkte Bestimmung der Proliferationsrate 
(Einbau von BrdU) und die einfache Zellzahlbestimmung vergleichbare Ergebnisse, wobei 
die BrdU-Methode sensitiver war (Abb. 3-25 und 3-26). Allerdings erwies sich die Zellzahl-
bestimmung im Durchflusszytometer als eine zeit- und kostensparende Methode. Bei Jan et 
al. schien die Bestimmung der Zellzahl nach Exposition dagegen der sensitivste Parameter 
(Jan et al. 2008), obwohl mit ihrer Hilfe keine exakte Aussage zur Zellproliferation getroffen 
werden kann, da nicht zwischen Proliferationshemmung oder vermehrtem Zelltod unterschie-
den werden kann. Bei den Untersuchungen mittels BrdU-Einbau konnte bei geringen NP-
Konzentrationen, die keinen bzw. wenig Einfluss auf die Zellvitalität hatten, bereits eine star-
ke Hemmung der Proliferation nachgewiesen werden. Die Untersuchung der Proliferation 
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zeigt eine Kombination aus veränderter Proliferation und Adhäsion der Zellen an. Diese 
kommt durch multiple Waschschritte während der Durchführung des BrdU-Assays hier ver-
stärkt zum Tragen. Hingegen weisen die Vitalitätstest  die Summe aus Stoffwechselaktivität 
und proliferativen Eigenschaften der Zellkultur nach. Die höheren Vitalitätswerte lassen sich 
daher möglicherweise durch die chemische Hypoxie, die durch den Cobalt-Anteil der WC-
Co-NP hervorgerufen wurde, erklären. Durch Hypoxie w rd allgemein der Stoffwechsel der 
Zellen angeregt, um mehr Energie zur Verfügung zu stellen, die durch den Sauerstoffmangel 
fehlt (Maxwell und Salnikow 2004). Da die meisten Vitalitätstests (so auch der CCK8- und 
Alamar Blue-Test) auf der Umsetzung eines Farbreagenz durch verschiedene Stoffwechselen-
zyme beruhen, kann es leicht zu einer von der Prolife at onsrate abweichenden Aussage 
kommen.  
Eine Bestimmung der Proteinmenge der Zellen nach NP-Exposition war weniger geeignet, 
das Proliferationsverhalten näher zu beschreiben. Dadurch wurde eine scheinbar geringere 
Beeinträchtigung des Zellwachstums durch WC-Co-Exposition angezeigt, obwohl verminder-
te Zellzahlen und Proliferation nachgewiesen wurden. Mögliche Ursachen für diese Diskre-
panz sind zum einen, dass die Zellen und Zellkerne nach WC-Co-Exposition trotz verringerter 
Zellzahl größer wurden. Zum anderen kann die NP-Exposition wie andere toxische Substan-
zen bei Astroyzten zu einer starken Aktivierung derZ llen und einer damit verbundenen Er-
höhung der Expression von Intermediärfilamenten wieGFAP führen (O'Callaghan, Jensen 
und Miller 1995). Des Weiteren werden auch die Proteine toter Zellen, sofern sie noch an der 
Zellkulturoberfläche haften, mit gemessen. Damit wären trotz verringerter Proliferationsrate 
die relativ hohen Proteinmengen erklärbar. 
 
OLN-93 Zellen, die mit WC-Co-NP inkubiert wurden, erholten sich offensichtlich nicht mehr, 
auch wenn das partikelhaltige Medium entfernt wurde. Eine mögliche Erklärung wäre ein 
durch WC-Co-NP ausgelöster Zellzyklusarrest. PI-Messungen zur Bestimmung des Zellzyk-
lus nach Exposition von OLN-93 Zellen mit 10 µg/ml WC-Co-NP zeigten, dass sich gegen-
über den Kontrollzellen weniger Zellen in der S- und G2-Phase befinden (Abb. 3-27). Einen 
Zellzyklusarrest in der G1-Phase beobachteten Geldermann et al. ebenfalls durch Fullerene 
(Gelderman et al. 2008). Ursache für einen (vorübergehenden) Stopp des Zellzyklus könnte 
beispielsweise erhöhter Reparaturbedarf von DNA-Schäden (Humpal, Robinson und Krebs 
2009) oder die Veränderung von Zellzyklusproteinen durch erhöhte ROS-Produktion 
(Burhans und Heintz 2009) sein. Die Genotoxizität konnte für mikroskaliges WC-Co schon 
mehrfach gezeigt werden (De Boeck, Lison und Kirsch-Volders 1998; De Boeck et al. 2003).  
4 DISKUSSION 
 104
Auch bei den Apoptose- und Nekroseuntersuchungen mittels Annexin-V-FITC/PI zeigte sich 
eine Zellabhängigkeit der toxischen Effekte von WC-Co-NP. Für OLN-93 Zellen war zu kei-
ner Zeit eine erhöhte Rate beider Zelltodarten messbar. Hier scheint die verminderte Zellzahl 
ausschließlich auf eine Hemmung der Proliferation (Abb. 3-26A) bzw. veränderte adhäsive 
Eigenschaften (Abb. 3-22B) der OLN-93 Zellen zurückzuführen zu sein. Bei den Astrozyten 
konnten dagegen Apoptose und Nekrose durch WC-Co-NP nachgewiesen werden (Abb. 3-
31). Die Messungen des mitochondrialen Membranpotentials (MP) mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff JC-1 zeigten dennoch bei beiden Gliazelltypen, OLN-93 Zellen und Astrozyten, eine 
vergleichbare Beeinträchtigung der Mitochondrien an (Abb. 3-30). Das Mitochondrium hat 
die zentrale Aufgabe der Energiegewinnung (ATP-Produktion) in der Zelle, dient als dynami-
scher Kalziumspeicher, generiert und detoxifiziert ROS, alles vermittelt über das entspre-
chende mitochondriale MP (Nicholls 2004). Ist beispielsweise die Konzentration an freiem 
Ca2+ im Zytosol hoch, fließt dieses ins Mitochondrium. Dabei wird ATP produziert; so kann 
die Zellstimulation mit einer Energieproduktion verbunden werden (Verkhratsky und Butt 
2007). Eine Störung des mitochondrialen MP, z. B. durch oxidativen Stress, kann demzufolge 
weit reichende Folgen für die Funktion der Zelle, wie eine gestörte Signalgebung durch Ca2+, 
haben und ist meist ein Anzeichen für beginnende apoptotische Vorgänge. Entweder dauert 
die Auslösung der Apoptose bei den OLN-93 Zellen länger als bei den Astrozyten und kann 
im untersuchten Expositionszeitraum noch nicht nachgewiesen werden oder diese Zellen ha-
ben andere Verteidigungs- bzw. Reparaturmechanismen, um dem Zelltod zu entgehen. Darauf 
lässt u. a. die im Vergleich zu Astrozyten geringere Erhöhung der LDH-Konzentration im 
Expositionsmedium schließen (Abb. 3-32).  
Bei neuronalen Kulturen konnte durch WC(-Co)-NP-Exposition keine signifikante Verringe-
rung des mitochondrialen MPs beobachtet werden. Ein vermindertes mitochondriales MP 
konnte dagegen mit QD und Gold-NP bei murinen und humanen Neuroblastomazellen (Chan, 
Shiao und Lu 2006; Jan et al. 2008) gezeigt werden. Mitochondrienschädigungen, Apoptose- 
und Nekroseinduktion konnten bereits durch weitere nanotoxikologische Studien an verschie-
densten Zellen belegt werden (Chang et al. 2007; Choi et al. 2008; Harhaji et al. 2007; 
Hussain et al. 2005; Lovric et al. 2005). Auch für eine Exposition von primären Blutmonozy-
ten mit mikroskaligen WC -und WC-Co-Partikel ist bekannt, dass über den Caspase 9 abhän-
gigen Signalweg Apoptose ausgelöst und die Genexpression apoptotischer Signalwege indu-
ziert werden (Lombaert et al. 2004; Lombaert et al. 2008). Auch andere cobalthaltige Partikel 
wie CoCr-Partikel induzieren Apoptose, wie de Guzmann et al. in Astrozyten nachweisen 
konnten (de Guzman und VandeVord 2008). 
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Jan et al. zeigten, dass einfache Zytotoxizitätstests nicht unbedingt aussagekräftige Informati-
onen über eine vorhandene Schädigung durch NP bieten. Auch Apoptose- und Nekrosetests 
zeigten bei ihren Experimenten keine Unterschiede zwischen zwei verschiedenen Quantum 
Dot-Arten. Erst Immunfluoreszenzfärbungen und Untersuchungen des Neuriten- und Dendri-
tenwachstums lieferten dagegen deutlich unterschiedliche Ergebnisse bezüglich des toxischen 
Potentials beider Nanopartikel (Jan et al. 2008). Der Einsatz mehrerer Tests sowie funktionel-
le Untersuchungen sind demzufolge nötig, um das toxische Potential von NP einschätzen zu 
können. Daher wurden auch mit den WC(-Co)-NP weiter Untersuchungen zum Adhäsions-
verhalten, der Ausbildung zellulärer Fortsätze (Neurit n und Dendriten) von Neuronen und 
Färbungen des Aktin-Zytoskeletts durchgeführt. OLN-93 Zellen und primäre Neuronen ließen 
eine verminderte Adhäsion nach WC-Co-NP-Exposition erkennen (Abb. 3-22). Geringe Ef-
fekte waren bei neuronalen Kulturen sogar mit WC 100na-NP und CoCl2 zu beobachten. Die-
se Experimente zeigten zudem, dass die Zellen stärker betroffen waren, wenn sie sofort beim 
Aussäen, bevor sie adhärieren konnten, Kontakt mit Par ikeln haben. Ähnliches wurde für 
Astrozyten bei Behandlung mit magnetischen Nanopartikeln gezeigt (Au et al. 2007). Harhaji 
et al. konnten auch für eine Exposition mit toxischen Dosen an Fullerenen die Ablösung von 
Gliomazellen beobachten (Harhaji et al. 2007). 
Die Ausbildung neuronaler Fortsätze war ebenfalls durch einen sofortigen Kontakt der Zellen 
bei Aussaat mit WC-Co-NP deutlich gehemmt (Abb. 3-23). Die geringe Ausbildung der zellu-
lären Fortsätze bei sofortiger Zugabe der NP kann die Ursache für die verminderte Adhäsion 
der Neuronen sein. Wenn Zellen bei der Wegfindung oder Differenzierung mit NP in Kontakt 
kommen, könnte das demzufolge negativen Einfluss für das sich entwickelnde Gehirn bzw. 
für die Neurogenese haben. Andere Studien belegten eb falls ein eingeschränktes Neuriten- 
und Dendritenwachstum bei Zugabe von Nanopartikeln vor bzw. während der Differenzie-
rung. Jan et al. stellten durch eine 6 h Exposition mit hohen QD-Konzentrationen vor der Dif-
ferenzierungsphase eine fast vollständige Hemmung des Neuriten- und Dendritenwachstums 
einer murinen Neuroblastomazelllinie fest (Jan et al. 2008). Pisanic et al. berichteten von ei-
nem reduzierten Wachstum der neuronalen Fortsätze und verminderter Ausbildung interzellu-
lärer Verbindungen bei PC12 Zellen, die während der Differenzierung mit Eisenoxid-NP in-
kubiert wurden (Pisanic et al. 2007). Wurden die WC-Co-NP dagegen später zu den neurona-
len Kulturen (bei fast ausdifferenziertem Zustand) gegeben, war kaum eine Beeinträchtigung 
des Neuriten- und Dendritenwachstums zu beobachten (Abb. 3-24). Allerdings konnten po-
tentiell toxische Effekte der NP auf dendritische Dornfortsätze (Spines) mit der durchgeführ-
ten Methode nicht erfasst werden. Bei diesen Fortsätzen handelt es sich um kleinste Ausstül-
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pungen der Dendriten, die eine wichtige Funktion bei der synaptischen Plastizität, verbunden 
mit Lernen und Gedächtnis, haben (Candel, Schwartz und Jessell 1995; Sala, Cambianica und 
Rossi 2008). 
Färbungen des F-Aktin-Zytoskeletts von Astrozyten zeigten die Bildung von F-Aktin-
Stressfasern nach WC-Co-NP-Exposition (Abb. 3-29). Eine Reihe von Untersuchungen mit 
Co-NP, Gold-NP, Luftpartikeln (PM10) sowie mit mikrokristallinem WC-Co zeigten ebenfalls 
Veränderungen am Aktin-Zytoskelett (Antonini et al.2000; Brown, Donaldson und Stone 
2004; Pernodet et al. 2006; Peters et al. 2004). Pathophysiologisch gibt es verschiedene Aus-
löser für die Ausbildung von Aktin-Stressfasern, z. B. ruft Endothelin 1 (ET-1) von endotheli-
alen Zellen des Gehirns die Bildung von Aktin-Stressfa ern in Astrozyten hervor und bewirkt 
damit einen Übergang zu proliferierenden aktivierten Astrozyten bei der Astrogliose 
(Cazaubon et al. 1997; Koyama et al. 2003). Durch proinflammatorische Chemokine wie 
TNFα kann es ebenfalls zur Ausbildung von Stressfasern und Löchern im Aktin-Zytoskelett 
kommen (Peters et al. 2004). Das Vorkommen von Aktin-S ressfasern nach WC-Co-NP-
Exposition könnte demzufolge ein Hinweis auf eine Aktivierung der Astrozyten und/oder eine 
hervorgerufene Entzündungsreaktion sein. Bei den F-Aktinfärbungen nach WC-Co-NP-
Exposition waren zudem eine gewisse Fehlordnung der Str ssfasern und keine gleichgerichte-
te Anordnung zwischen benachbarten Zellen zu beobachten. Yamane et al. induzierten eine 
derartige Fehlordnung durch funktionelle Inhibitoren von Gap Juctions (Yamane et al. 2002). 
Denkbar wäre, dass WC-Co-NP diese zellulären Verbindungen ebenfalls stören und damit die 
interastrozytäre Kommunikation, z. B. durch Kalziumwellen, verhindern. Eine derartige 
Hemmung der Astrozytenkopplung konnte bereits bei cobaltexponierten Kulturen nachgewie-
sen werden (Anders et al. 1990). Diese lebenswichtige „ungehinderte“ Kommunikation bzw. 
Kopplung von Astrozyten nach WC-Co-NP-Exposition könnte man zukünftig mit Mikroin-
jektionen des Fluoreszenzfarbstoffs Lucifer Yellow, der relativ schnell in lebenden Zellen 
diffundiert, kontrollieren.  
In Makrophagen konnte eine erhöhte F-Aktin-Expression bei PM10-Exposition durch Inhibito-
ren für Kalziumsignalgebung und ROS-Bildung unterdrückt werden (Brown, Donaldson und 
Stone 2004). Möglicherweise ist oxidativer Stress und eine veränderte Kalziumhomöostase 
auch für das veränderte F-Aktin-Zytoskelett bei WC-Co exponierten Astrozyten ursächlich. 
Würden diese Effekte auch in vivo auftreten, ergäben sich vielfältige Störungen wie z. B. eine 
veränderte Neurotransmitteraufnahme und Signalweiterl itung sowie mechanische Verände-
rungen im Zellverband. Um die genaue(n) Ursache(n) für das veränderte F-Aktin-Zytoskelett 
näher zu beleuchten, wären weitere immunzytochemische Färbungen von assoziierten Mole-
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külen wie den kleinen GTP-bindenden Proteinen Rho und Ras, Vincullin, der fokalen Adhä-
sionskinase sowie Integrinen interessant. 
 
Bei den meisten Experimenten ließ sich erkennen, dass ie Gliotoxizität von WC(-Co)-NP 
höher einzuschätzen ist als die Neurotoxizität. DieAstrozyten schienen dabei am stärksten 
betroffen zu sein. Etwa 20-50% des Gehirnvolumens bestehen aus Astrozyten (Seth und Koul 
2008). Sie dienen als Gerüstzellen, halten die Homöostase im Gehirn aufrecht und sind an der 
Blut-Hirn-Schranke beteiligt. All diese Funktionen könnten beeinträchtigt sein, wenn WC-
Co-NP ins Gehirn gelangen würden. Der Verlust von Oligodendrozyten durch WC-Co-NP 
hätte außerdem Einfluss auf die Myelinbildung. Eine Demyelinisierung geht z. B. mit einer 
Reduktion des Axondurchmessers und einer gestörten Erregungsweiterleitung einher 
(McTigue und Tripathi 2008).  
Zusammenfassend ist festzustellen, dass all die Effekte von WC-Co-NP (eine verringerte An-
zahl an neuronalen Fortsätzen, eingeschränkte Vitalität/Proliferation und eine damit verbun-
dene beeinträchtigte Funktion von Gliazellen, verminderte Adhäsion von Neuronen und Oli-
godendrozyten, eine Störung des Aktinzytoskeletts), die die Signalverarbeitung sowie -
weiterleitung im Gehirn erheblich stören könnten, ebenfalls bei neurodegenerativen Erkran-
kungen vorkommen können. 
4.5 Indirekte Toxizität der Nanopartikel auf Neuronen: WC-Co-NP ver-
ändern die Wechselwirkung zwischen Gliazellen und Neuronen 
Um das Zusammenspiel der Zellen im Gehirn etwas näher zu beleuchten, wurde die Wirkung 
von konditioniertem Medium von exponierten Astrozyten und OLN-93 Zellen auf primäre 
Neuronenkulturen untersucht. Gliazellen produzieren und sezernieren zahlreiche Faktoren, die 
zur Aufrechterhaltung bzw. zum Überleben als auch zum Untergang von Neuronen beitragen. 
In Experimenten mit reinen Zell-Monokulturen können diese Wechselwirkungen nicht beach-
tet werden. 
Im Gegensatz zur Inkubation der Neuronen mit einfachem Expositionsmedium zeigte sich 
eine sehr deutliche Reduktion der Zellvitalität mit konditioniertem Medium von WC-Co ex-
ponierten Gliazellen (Abb. 3-19 bis 3-21). Verschiedene Versuchsansätze und Vorbehandlun-
gen des konditionierten Mediums ließen die Schlussfolgerung zu, dass der toxische Effekt auf 
eine Reihe von Faktoren im Medium und nicht auf eine einzige Ursache zurückzuführen war. 
Durch die Exposition der Gliazellen mit WC-Co-NP gab es vermehrten Zelltod, damit kam es 
zur Freisetzung von Zytoplasmabestandteilen ins Kulturmedium. Dies war aber auch bei 
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Fibroblasten der Fall, deren Medium keine neurotoxische Wirkung hatte. Es handelt sich 
demzufolge um einen gliaabhängigen neurotoxischen Effekt durch eine Freisetzung oder 
mögliche Sezernierung gliaspezifischer Stoffe. Für eine Produktion von Botenstoffen als Re-
aktion auf die NP-Exposition spricht auch, dass nach 12 h Exposition von Astrozytenkulturen 
schon vermehrter Zelltod durch erhöhte LDH-Konzentrationen im Medium nachgewiesen 
werden konnte (Abb. 3-19B), aber die Inkubation derN uronen mit diesem Medium noch 
keine verminderte Vitalität (Abb. 3-19A) bewirkte. Der Zeitraum von 12 h war offensichtlich 
zu kurz für die Expression und Freisetzung der neurotoxischen Signalmoleküle. Als solche 
kommen zahlreiche von Gliazellen produzierte und sekretierte Moleküle in Betracht: Inflam-
matorische Interleukine (IL-1ß, IL-6, IL-18), Chemokine (MCP-1, TNF-a), Glutamat, NO 
(entstanden durch die induzierbare und neuronale NO-Synthetase) und Neurotrophine (NGF, 
proBDNF). Astrozyten, die bei krankheitsbedingten Veränderungen oder durch Toxine akti-
viert werden, haben eine Funktion sowohl für die Aufrechterhaltung bzw. das Überleben als 
auch für den Untergang von Neuronen, so entfalten bispielsweise Neurotrophine neuro-
nentrophische und neuronenschädigende Wirkungen. Es ist bekannt, dass die aufgezählten 
Signalmoleküle bei einer Aktivierung der Astrozyten (Astrogliose, reaktive Astrozyten), bei 
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen und Hypoxie durch Astrozyten produziert 
als auch sezerniert werden und zu neuronalem Zelltod meist durch Apoptose führen (Seth und 
Koul 2008). Partikel aus Titangemischen, die zu orthopädischen Zwecken eingesetzt werden, 
lösten z. B. in einer Astrozytenzelllinie Astrogliose aus (de Guzman und VandeVord 2008). 
Tin Tin Win et al. konnten durch Carbon Black Instilla on erhöhte Glutamat und Glycinlevel 
im Bulbus olfaktorius von Mäusen messen (Tin Tin Win et al. 2008). Da unreife Oligo-
dendrozyten als auch Astrozyten selbst Glutamat produzieren bzw. freisetzen können (Fellin 
et al. 2004; McTigue und Tripathi 2008), könnte Glutamat zur Neurotoxizität des konditio-
nierten Mediums beider Gliazelltypen beitragen.  
Kokulturen bzw. Untersuchungen mit konditioniertem Medium anderer Zelltypen erscheinen 
sehr gut geeignet, um das toxische Potential von NP einzuschätzen. Nur so kann man durch in 
vitro Experimente das Zusammenspiel verschiedener Zellen darstellen. Gerade für die nach-
gewiesene Neurotoxizität scheint die Kommunikation zwischen Zellen ausschlaggebend zu 
sein. Block et al. konnten ebenfalls nur einen indirekten Effekt von Partikeln auf Neuronen 
über Gliazellen, allerdings Mikroglia, beobachten (Block et al. 2004). Auch für Lungenzellen 
konnte gezeigt werden, dass Kokulturen mit einer größe en Zytokinsekretion reagierten als 
eine Monokultur von A549-Zellen (Wottrich, Diabate und Krug 2004). 
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Zusätzlich zur primären Schädigung der Gliazellen durch WC-Co-NP kann es demzufolge zu 
einer sekundären, über Botenstoffe vermittelten verminderten Vitalität und damit zu einer 
eingeschränkten Funktionalität der Neuronen kommen.  
4.6 Einfluss der Nanopartikel auf die physiologische Kalziumantwort: 
WC-Co-NP beeinträchtigen die Kalziumhomöostase von Astrozyten 
Kalziumionen sind wichtige Signalgeber in der Zelle, b sonders in Neuronen und Astrozyten. 
Auch bei oxidativem Stress und neurodegenerativen Erkrankungen wie M. Alzheimer spielt 
Kalzium eine Rolle (Huang et al. 2000; Chinopoulos und Adam-Vizi 2006). Aufgrund dessen 
wurden im Rahmen dieser Arbeit physiologische Kalziummessungen mit dem kalziumsensi-
tiven Farbstoff Fluo4-AM an exponierten Astrozyten und OLN-93 Zellen durchgeführt.  
Eine akute Applikation der WC(-Co)-NP bewirkte im Zeitraum von 15 Minuten keine Erhö-
hung der intrazellulären Kalziumkonzentration  ([Ca2+] i.) Astrozyten und OLN-93 Zellen rea-
gierten allerdings auf eine Stimulation mit 30 µM ATP bzw. 10 ng/ml IL-3 mit einer Erhö-
hung der [Ca2+] i. Durch die Partikelexposition konnte in OLN-93 Zellen keine signifikante 
Veränderung dieser Reaktion beobachtet werden, lediglich eine geringfügig höhere Empfind-
lichkeit gegenüber den Kontrollzellen war sichtbar. WC-Co exponierte Astrozyten zeigten 
dagegen nach einer ATP-Stimulation keine deutliche Erhöhung der [Ca2+] i mehr (Abb. 3-37). 
Als Maß für die Geschwindigkeit, mit der die Kalziumionen wieder aus dem Zytoplasma her-
aus transportiert werden, wurde der Abfall der Kurve nach der Stimulation (slope) ausgewer-
tet. Dabei zeigte sich, dass bei WC-Co (33 µg/ml) behandelten OLN-93 Zellen ein signifikant 
steilerer Abfall der [Ca2+] i sichtbar war im Vergleich zur Kontrollbehandlung (Abb. 3-28). 
Offensichtlich wurden in OLN-93 Zellen durch eine Exposition mit WC-Co-NP Signalwege 
angeregt, die zum Ausschluss der Kalziumionen aus den Zellen bzw. zur Speicherung in Mi-
tochondrien und Endoplasmatischem Retikulum führten oder die Besetzung der Zelle mit In-
terleukin-Rezeptoren bzw. deren Sensitivität veränderte sich, was eine modifizierte Signalki-
netik bedingte. Außerdem könnte eine durch WC-Co-bedingte veränderte Pufferkapazität der 
kalziumbindenden Proteine des Zytoplasmas eine mögliche Ursache für die veränderte Kine-
tik sein. Im Gegensatz dazu wurden die Astrozyten durch eine WC-Co-Exposition so geschä-
digt bzw. die purinergen Rezeptoren aufgrund einer WC-Co-ausgelösten Aktivierung der 
Astroyzten desensitiviert, dass keine physiologische Kalziumreaktion auf ATP mehr möglich 
war.  
Auch bei diesen Experimenten wurde die größere Sensitivität der Astrozyten gegenüber der 
WC-Co-NP vermittelten Toxizität deutlich.  
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Die gestörte Kalziumhomöostase (belegt durch die fehlende physiologische Kalziumreaktion 
auf ATP) könnte die Ursache für die nachgewiesene starke Schädigung, u. a. die Nekrose, der 
WC-Co exponierten Astrozyten sein. Für diese These spricht auch, dass WC-Co exponierte 
OLN-93 Zellen nach 72 h auf eine Stimulation mit IL-3 unverändert physiologisch reagierten 
und bei diesen Zellen weder gesteigerte Nekrose- noch Apoptoseraten beobachtet wurden.  
Eine Reihe von Untersuchungen zeigten erhöhte [Ca2+] i durch NP-Exposition [Carbon Black - 
(Brown et al. 2004), Fullerene - (Gelderman et al. 2008), CdSe Quantum Dots - (Tang, Wang 
et al. 2008; Tang, Xing et al. 2008)]. Sakamoto et al. konnten bei einer Exposition mit Luft-
partikeln von einer Größe unter 10 µm (PM10) erhöhte [Ca
2+] i sowie eine damit verbundene 
erhöhte Zytokinexpression in primären Bronchialzellen feststellen. Außerdem reagierten par-
tikelexponierte Zellen mit einem langsameren Abfall der physiologischen Kalziumreaktion 
auf ATP (Sakamoto et al. 2007) ähnlich wie die WC-Co exponierten Astrozyten in dieser Ar-
beit. Brown et al. beobachteten bei Makrophagen/Monozyten erhöhte [Ca2+] i und eine davon 
abhängige Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFκB sowie eine gesteigerte 
Chemokinproduktion durch Exposition mit ultrafeinen Rußpartikeln, die Bestandteil von 
PM10 sind (Brown et al. 2004). In weiteren Studien konnte  Brown et al. zeigen, dass die er-
höhte Zyto- und Chemokinexpression durch PM10 auf oxidativen Stress, verbunden mit er-
höhter [Ca2+] i, zurückzuführen ist (Brown et al. 2007). Dieser Signalweg erscheint auch für 
WC-Co exponierte Astrozyten wahrscheinlich. Wang et al. diskutierten, dass TiO2-NP die 
Kalziumhomöostase im Hippokampus stören könnten. Die erhöhte Menge an Glutamat, die 
bei TiO2-NP Instillation bestimmt wurde, kann durch Bindung an entsprechende Rezeptoren 
einen Kalziumeinstrom bewirken und über kalziumabhängige Enzyme, wie der NO-Synthase, 
zu einer Überproduktion an NO führen. Diese NO-Überproduktion konnte wiederum nach der 
TiO2-NP-Exposition gemessen werden (Wang et al. 2008). So könnten erhöhte Konzentratio-
nen an Glutamat und NO im konditionierten Medium von WC-Co exponierten Astrozyten 
eine mögliche Ursache für dessen Neurotoxizität sein. NO als freies Radikal und Signalmole-
kül trägt zudem zu einer erhöhten Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke bei (Thiel und Audus 
2001).  
 
Generell kann eine veränderte Kalziumhomöostase durch WC-Co-NP im Gehirn weit rei-
chende Folgen, wie z. B. die Degeneration von Neuronen, haben (Mattson et al. 1993). Die 
astrozytäre Kommunikation über spontane Kalziumwellen, die über ATP-Ausschüttung und 
Stimulation vermittelt werden, könnte gestört sein.  
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In radialen Gliazellen des sich entwickelnden Kortex, den Vorläufern der Astrozyten, sind die 
spontanen Kalziumwellen in Zellproliferation, Neurogenese und Ausbildung der neuronalen 
Fortsätze involviert (Metea und Newman 2006). Des Weiteren wäre bei einer gestörten Kalzi-
umsignalgebung das Wechselspiel zwischen Neuronen ud Astrozyten beeinträchtigt. Astro-
zyten fungieren beispielsweise als Vermittler der nurovaskulären Kopplung (Straub und 
Nelson 2007). Dabei führt der von aktiven Neuronen abgegebene Neurotransmitter Glutamat 
über entsprechende Rezeptoren zu einer erhöhten [Ca2+] i bei Astrozyten, was wiederum über 
verschiedene Signalwege eine Veränderung des arteriellen Durchmessers bewirkt. Können die 
geschädigten Astrozyten dagegen nicht mehr physiologisch reagieren, wäre diese Kommuni-
kation zwischen Neuronen und Astrozyten behindert.  
Die physiologischen Kalziummessungen könnten zukünftig weiter ausgeweitet werden. Dafür 
wäre die zeitaufwendigere Methode des Kalzium-Imaging mit Fura2-AM sinnvoll, da dabei 
die Zellen im Verbund verbleiben. Das erscheint gerad  bei der Kopplung von Astrozyten 
wichtig. Die basalen intrazellulären Kalziumniveaus könnten so mittels der Ratioberechnung 
bestimmt werden. Des Weiteren könnten Experimente mi  Ca2+-freiem Puffer durchgeführt 
werden, um festzustellen, ob die veränderte Reaktion nach WC-Co-Exposition von intrazellu-
lären Kalziumspeichern abhängig ist. Ausführliche pharmakologische Studien sind notwen-
dig, um die beteiligten Rezeptortypen und Signalwege aufzuklären. 
4.7 Einfluss der Nanopartikel auf die mRNA-Expression: 
WC-Co-NP beeinflussen die Regulation krankheitsrelevanter Gene 
Die bisherigen Experimente gaben kaum Aufschluss über die genauen Wirkmechanismen der 
WC-Co-NP in den untersuchten Zellen. Außerdem konnte noch nicht abschließend geklärt 
werden, ob WC-NP trotz ausbleibender akuter Toxizität Veränderungen in den Zellen bewir-
ken. Daher standen mit der Analyse der Genexpressionsregulation die Untersuchung subaku-
ter Effekte und die Aufklärung beteiligter Signalwege im Vordergrund.  
Dafür wurden diese Untersuchungen mit der Durchführung eines PCR-Arrays (zu Adhäsion 
und extrazellulärer Matrix) begonnen, um einen ersten Überblick über regulierte Gene in 
OLN-93 Zellen zu erhalten. Die Versuche wurden an der OLN-93 Gliazelllinie durchgeführt, 
da hier – im Gegensatz zu primären Kulturen – konstante Bedingungen und unbegrenztes 
Zellmaterial vorhanden waren. Da es meist zellspezifische Effekte gibt, sollte die Expression 
einzelner Gene anschließend auch an Astrozyten unters cht werden.  
Beim PCR-Array konnte eine veränderte mRNA-Expression verschiedener Gene, die die Sig-
nalwege Entwicklung und Zelltod sowie Organisation und Struktur der extrazellulären Matrix 
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betrafen, festgestellt werden (Tab. 3-2). Die meisten der betroffenen Gene sind zudem im 
Verlauf vieler pathophysiologischer Situationen des Gehirns (Tumor, Schlaganfall, Trauma, 
Neurodegeneration) in ihrer normalen Expression gestört. Es befanden sich darunter außer-
dem Gene, die bei Hypoxie und oxidativem Stress reguli rt sind. Chemische Hypoxie, ausge-
löst durch Cobalt, spielte offensichtlich eine Rolle bei der durch WC-Co vermittelten Toxizi-
tät. Dies konnte ebenfalls bei einer humanen Keratinozytenzelllinie gezeigt werden (Busch et 
al. 2010). Mit den beim PCR-Array regulierten Genen ko nten aber weder Übereinstimmung 
mit Microarray-Daten von peripheren Blutmonozyten (PBMC) und mikroskaligen WC-Co-
Partikeln (Lombaert et al. 2008) noch mit Microarray-Daten von murinen Leberzellen und 
Polyethylene glycol-beschichteten Gold-NP (Cho et al. 2009) gefunden werden. Das führt zu 
der Annahme, dass neben den Genen, die generell durch NP reguliert werden, viele zell- und 
partikelspezifisch regulierte Gene existieren. 
Bei der anschließenden Expressionsanalyse einzelner Gene mittels realtime RT-PCR wurden 
Astrozyten und OLN-93 Zellen untersucht. Es ergaben sich dabei ebenfalls zellspezifische 
Effekte, wie schon bei all den anderen Experimenten mit WC(-Co)-NP beobachtet werden 
konnte (Abb. 3-41). Mögliche Ursachen dafür liegen zum einen im vermehrten Zelltod der 
Astrozyten im Gegensatz zu OLN-93 Zellen, so dass die mRNA-Expression der am meisten 
geschädigten Astrozyten vermutlich nicht mit gemessen wurde. Zum anderen können zelltyp-
spezifische Unterschiede in der Transkriptionsmaschinerie mit all den Transkriptionsfaktoren 
und eine unterschiedliche zeitliche Ausprägung der G nregulation ursächlich sein. 
Einige Gene wurden jedoch in beiden Zelltypen gleich rmaßen reguliert: Bei beiden Gliazell-
typen kam es zu einer starken Induktion der mRNA-Expression von Mmp9, die in Astrozyten 
deutlich höher war als in OLN-93 Zellen. Die durch WC-Co-NP erhöhte mRNA-Expression 
von Timp1 war dagegen vergleichbar bei beiden Gliaze ltypen. Bei der Regulation beider 
Gene war zudem eine höhere Sensitivität der Astrozyten gegenüber geringeren WC-Co-NP 
Konzentration feststellbar als bei OLN-93 Zellen. 
 
Matrixmetalloproteasen (MMPs) sind bei einer Reihe von pathogenen Veränderungen im Ge-
hirn von Bedeutung. Mmp9 degradiert dabei vor allem Kollagen Typ IV, eine Hauptkompo-
nente der Basalmembran. Eine erhöhte MMP9-Expression bzw. -Aktivierung konnte für trau-
matische Gehirnverletzungen (Grossetete et al. 2009; Sifringer et al. 2007), für Hypoxie [u. a. 
chemische Hypoxie durch CoCl2 (Hollborn et al. 2007; Rosenberg 2009)], bei metastasieren-
den Tumoren (Lungu et al. 2007; Mendes, Kim und Stoica 2005), Enzephalitis (Ichiyama et 
al. 2009) und bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie C. Huntington (Silvestroni et al. 
2009) nachgewiesen werden. MMP9 bewirkt eine erhöhte Durchlässigkeit der Blut-Hirn-
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Schranke (Rosenberg 2009), ist in aktivierten Astrozyten hochreguliert (Gottschall und Deb 
1996) und besitzt eine Funktion bei der Myelinisierung durch Oligodendrozyten (Larsen et al. 
2006), d. h. MMPs können krankheitsbedingt zum Myelinabbau beitragen. TIMP1 fungiert 
nicht nur als Inhibitor von MMP9, sondern hemmt und aktiviert verschiedene andere MMPs 
sowie Wachstumsfaktoren, inhibiert die Angiogenese und kann antiapoptotisch sowie 
trophisch wirken (Gardner und Ghorpade 2003). Einen antiapoptotischen Einfluss könnte es 
beispielsweise in WC-Co-NP exponierten OLN-93 Zellen haben. TIMP1 wird oft vermehrt 
exprimiert um aktivierte MMPs zu hemmen, es wird aber auch bei Entzündungen z. B. durch 
virale Infektionen im Gehirn, besonders in Astrozyten, und bei Tumoren hochreguliert 
(Crocker et al. 2006; Gardner und Ghorpade 2003). Außerdem spielt TIMP1 eine Rolle bei 
verschiedenen Krankheiten des ZNS (Parkinson, MS, Autoimmunenzephalitis). Generell 
konnte für neurologische Störungen bzw. Entzündungen im ZNS ein Ungleichgewicht von 
MMPs/TIMPs festgestellt werden (Crocker et al. 2006; Gardner und Ghorpade 2003). Ver-
schiebt sich das Gleichgewicht in Richtung MMP, wie es z. B. bei einer WC-Co-NP-
Exposition von Astrozyten mit extrem erhöhter Mmp9-Expression zu vermuten ist, könnte 
dies zum Matrix-Abbau führen. Das wiederum könnte eine Beeinträchtigung der Blut-Hirn-
Schranke und/oder eine verstärkte Astrogliose zur Folge haben. Durch eine erhöhte Permeabi-
lität der Blut-Hirn-Schranke können weitere Fremdstoffe bzw. (Nano)Partikel, Bakterien und 
Viren vom Blut ins Gehirn gelangen, die unter normalen physiologischen Bedingungen die 
Blut-Hirn-Schranke nicht überwinden können. 
Wan et al. beobachteten ebenfalls eine ungleiche Genregulation von Mmp9 und Timp1 durch 
eine Co-NP-Exposition einer humanen Monozytenzelllinie. Sie führten die erhöhte Mmp9-
Expression auf eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 und des Tyrosinkinase-
Signalwegs zurück, die auf oxidativem Stress basierten (Wan et al. 2008). Eine veränderte 
Kalziumhomöostase, wie sie für Astrozyten nachgewiesen wurde, kann zur Aktivierung von 
AP-1 und des Chemokins TNFα führen. Beide Faktoren wiederum können die Expression 
von Mmp9 als auch Timp1 induzieren (Gardner und Ghorpade 2003; Seeger und Mueck 
2006), da beide Gene ein AP-1-Motiv im Promotor besitz n (Benbow und Brinckerhoff 
1997), Mmp9 zudem ein NFκB-Element. Für nanoskaliges WC-Co wurde ebenfalls eine Ak-
tivierung von AP-1 und NFκB nachgewiesen (Ding et al. 2009). Da es sich bei beiden um 
redoxsensitive Transkriptionsfaktoren handelt (Nanduri et al. 2008), wird die These der Aus-
lösung von oxidativem Stress durch WC-Co-NP durch diese Genexpressions-Untersuchungen 
unterstützt.  
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Die Expression des Gens Laminin alpha 3 (Lama3), welches für eine Untereinheit des Lami-
nin 5 codiert, wurde durch eine Exposition mit 33 µg/ml WC-Co-NP in OLN-93 Zellen indu-
ziert, in Astrozyten dagegen nicht. Laminin 5 ist für die Zelladhäsion, Signaltransduktion und 
Differenzierung von Keratinozyten von Bedeutung, die Untereinheit Lama3 wird aber auch in 
Gliomatumoren exprimiert (Kawataki et al. 2007). DaLaminine Basalmembrankomponenten 
und wichtig für die Zellmigration sind, können sie b i Tumoren zu erhöhter Invasivität füh-
ren. Eine gesteigerte Zellmigration von verschiedenn Gliomazellen konnte besonders durch 
LAMA3 und LAMA5 nachgewiesen werden (Kawataki et al. 2007). Eine Induktion von La-
ma3 könnte demzufolge zu vermehrtem Tumorwachstum führen, vorausgesetzt WC-Co-NP 
erreichen das Gehirn und bewirken in vivo die gleiche Genexpression wie in vitro, die außer-
dem eine erhöhte Proteinexpression zur Folge hat. Die induzierte Lama3-Expression könnte 
ebenfalls veränderte Rezeptoren und Signale der Basalmembran zur Folge haben und damit 
veränderte adhäsive Eigenschaften der Zellen erklärn. 
 
Tgfbi wurde, wie Lama3, nur in OLN-93 Zellen reguliert, allerdings bewirkte eine Exposition 
mit WC-Co-NP eine verminderte Expression. Tgfbi codiert für ein extrazelluläres Protein, 
welches über Integrine die Zelladhäsion zu Kollagenen, Lamininen und Fibronektin vermittelt 
und an Zellwachstum als auch -differenzierung sowie Wundheilung beteiligt ist. Es vermittelt 
beispielsweise die Adhäsion zu Integrinen in der Ast ozyten-Membran (Kim et al. 2003). Eine 
verminderte Expression im Gehirn, hervorgerufen durch WC-Co-NP, könnte also prinzipiell 
eine reduzierte Adhäsion von Gliazellen bewirken. Studien zu Hypoxie bei verschiedenen 
Zelltypen und zur Genregulation bei Hirntumoren resultierten in konträren Ergebnissen be-
züglich der Tgfbi-Expression (Irigoyen et al. 2008; Ivanov et al. 2008; Ning et al. 2004). Die 
mRNA-Expression wird u. a. induziert durch TGFβ oder TIEG-1 (Irigoyen et al. 2008; Ivanov 
et al. 2008). Die verminderte Tgfbi-mRNA-Expression in WC-Co-NP exponierten OLN-93 
Zellen könnte demzufolge ein Hinweis auf eine reduzierte Expression von TIEG-1 und/oder 
TGFβ sein. Werden diese beiden Proteine (TIEG-1 und TGFβ) aufgrund einer WC-Co-NP-
Exposition im Gehirn reprimiert, könnte dies für Entzündungsreaktionen und Tumoren för-
derlich sein. Zohrabian et al. zeigten eine verminderte Expression von TIEG-1 beispielsweise 
auch bei metastatischen Hirntumoren (Zohrabian et al. 2007). TGFβ ist ein potentielles anti-
inflammatorisches Zytokin, das u. a. Mikro- und Astrogliose nach einem Nervenschaden un-
terdrücken kann (Bottner, Krieglstein und Unsicker 2000; Echeverry et al. 2009). In Oligo-
dendrozyten-Vorläuferzellen konnten proapoptotische Eff kte durch TGFβ gezeigt werden 
(Schuster et al. 2002), während von Makwana et al. neuroprotektive Eigenschaften beobachtet 
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wurden (Makwana et al. 2007). Die Abwesenheit von TGFβ in TGFβ-defizienten Mäusen 
führte nach einem Hirnschaden zu vermehrtem neuronalen Zelltod, geringerer Mikrogliaproli-
feration und reduziertem axonalem Wachstum (Makwana et l. 2007). Diese Beobachtungen 
stehen im Einklang mit den für WC-Co-NP nachgewiesen n Effekten dieser Arbeit. Eine 
WC-Co-NP-Exposition könnte also eine verringerte TGFβ-Expression verursachen.  
 
Die mRNA-Expression von Col8a1 zeigte ein ähnliches R gulationsmuster in OLN-93 Zellen 
und Astrozyten wie Tgfbi:  keine Regulation in Astrozyten und signifikant reduzierte mRNA-
Expression in OLN-93 Zellen. Col8a1 codiert für eine der beiden alpha Ketten des Kollagen 
VIII, welches hauptsächlich in der Basalmembran der Hornhaut zu finden ist. Die Expression 
von Col8a1 kann wie bei Tgfbi durch TGFβ induziert werden. Das belegten Hirano et al. in 
Astrozyten-Kulturen. Sie berichteten zudem, dass Kollagen VIII die Astrozyten-Migration 
stimuliert und daher vermutlich eine Funktion bei dr Ausbildung der Glianarbe nach Verlet-
zungen des Nervengewebes hat (Hirano et al. 2004). Möglicherweise trifft diese Regulation 
auch auf Oligodendrozyten zu. Dann wäre die verminderte Col8a1-mRNA-Expression ein 
weiterer Hinweis auf eine reduzierte TGFβ-Expression, ausgelöst durch eine WC-Co-NP-
Exposition.  
Die Analyse von verschiedenen Hirntumoren und Hirngeweben mit neurodegenerativen Ver-
änderungen ergab ein erhöhtes Vorkommen von Kollagen VIII bei Hirntumoren, vermutlich 
auf dem positiven Einfluss des Kollagen VIII auf die Angiogenese basierend. Bei neurodege-
nerativen Krankheiten konnte dagegen kein Kollagen VIII nachgewiesen werden (Paulus et 
al. 1991). Eine verringerte Col8a1-Expression könnte daher eher ein Merkmal für neurodege-
nerative Veränderungen als für eine tumorförderliche Wirkung durch WC-Co-NP sein.  
 
WC-Co-NP induzierten schon nach 3 h einen starken Anstieg der Hämoxygenase 1 (Hmox1)-
mRNA-Expression in OLN-93 Zellen. Die Expression war nach 24 h Exposition auf das 
20fache gegenüber den Kontrollzellen angestiegen. Nach 72 h verringerte sich die Hmox1-
Expression in OLN-93 Zellen wieder, war jedoch höher als in Astrozyten. Lombaert et al. 
wiesen ebenfalls eine vergleichbare mRNA-Expression nach 24 h Exposition von PBMC mit 
mikroskaligem WC-Co nach (Lombaert et al. 2008). Auch durch CoCl2 kann es im Hirn von 
Ratten zur verstärkten Hmox1-Expression kommen (Kalpana et al. 2008; Shrivastava et al. 
2008). Außerdem wurde eine Induktion der Hmox1-Expression in Lungenzellen als auch in 
Phagozyten durch ultrafeine Partikel sowie in Vorhautzellen durch einwandige Kohlenstoff-
nanoröhren belegt (Li et al. 2003; Sarkar et al. 2007; Xia et al. 2006).  
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HMOX1 ist ein Enzym des Häm-Stoffwechsels und katalysiert die Reaktion von Häm zu Ei-
sen, Kohlenstoffmonoxid und Biliverdin. Es kann durch eine Reihe von Prooxidantien, in-
flammatorischen Stimuli (z. B. Dopamin), Hypoxie, UV-Licht, Hartmetallen, Prostaglandi-
nen, NO und weitere Substanzen induziert werden. Dabei hat die verstärkte Expression dieses 
Enzyms positive sowie negative Auswirkungen. Diese Reaktionen können auch zellspezifisch 
sein. Bei verschiedenen neurodegenerativen Krankheiten ist HMOX1 aktiviert (Schipper et al. 
2009). Eine Induktion in Astrozyten führt zu oxidativem Stress, zu erhöhten Eisenablagerun-
gen und höherer Sensitivität der Neuronen, beispielweise bei M. Parkinson (Song et al. 2006; 
Song, Song und Schipper 2007). Einige Studien zeigen aber auch, dass eine Hochregulation 
von HMOX1 als Schutz vor toxischer Wirkung von NO oder anderen Chemikalien und einer 
damit verbundenen Apoptose dient (Bishop et al. 2004; Huang et al. 2009). WC-Co-NP könn-
ten also durch die Induktion von HMOX1 entweder einen Schutzmechanismus in Gang setzen 
oder verschiedene neurodegenerative Veränderungen auslösen bzw. verstärken. In OLN-93 
Zellen könnte HMOX1 z. B. zum Schutz vor Apoptose beitragen, während in Astrozyten, die 
teilweise durch eine Exposition mit WC-Co-NP apoptotisch wurden, diese Schutzwirkung 
scheinbar nicht so vordergründig war.  
Die Ergebnisse der Genexpressionsstudien könnten darauf hinweisen, dass bereits vorgeschä-
digte Gehirne durch eine (WC-Co)-NP-Exposition stärker gefährdet sind als andere. Eine 
verminderte Adhäsion, die z. B. durch verringerte Expression von Integrinen, Cadherinen, 
Laminin und Kollagenen entsteht, könnte eine gestörte Signalgebung und Zellkommunikation 
im Gehirn zur Folge haben. Im sich entwickelnden Gehirn könnte eine NP-Exposition Bedeu-
tung für die axonale Wegfindung und Ausbildung neuronaler Netze haben, wenn die Art oder 
Anzahl der Signale bzw. Adhäsionsmoleküle auf der Zllmembran verändert sind. Um diese 
Aspekte näher zu beleuchten und die Wirkmechanismen genauer aufzuklären, müsste die Ex-
pression der untersuchten regulierten Gene auf Proteinebene überprüft werden. Außerdem 
müsste dafür das Spektrum der zu testenden Gene bzw. Proteine auf Entzündungsmarker als 
auch Marker für Neurodegeneration und wichtige spezifische Gliaproteine ausgeweitet wer-
den. Auch der Einsatz von spezifischen Signalweg-Inhibitoren wäre eine Möglichkeit, die 
Mechanismen aufzuklären.  
4.8 Hypothese zum Wirkmechanismus der WC-Co-NP in Gehirnzellen 
Zusammenfassend kann man mit den wichtigsten Ergebnissen und Erkenntnissen folgende 
Hypothese, veranschaulicht in Abb. 4-2, zur Wirkung von WC-Co-NP auf Zellen des Gehirns 
formulieren: WC-Co-NP gelangen über aktinabhängige Aufnahmemechanismen in Gliazel-
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len. Intrazellulär beruhen die Effekte vermutlich einerseits auf der Nanoskaligkeit (Nanoef-
fekte) der Partikel und andererseits auf dem Cobaltanteil, der mit in die Zellen gelangt (Co-
balt-Effekte). Für WC-Co ist generell eine vermehrt ROS-Entstehung bekannt, die durch die 
Nanoskaligkeit (große Oberfläche) verstärkt wird. Vermehrte ROS-Bildung führt zu oxidati-
vem Stress in der Zelle, der unter anderem über ein Schädigung der Mitochondrien zu einer 
gestörten Kalziumhomöostase führen kann. Ein verändertes mitochondriales Membranpoten-
tial (Abb. 3-30A und B - OLN-93 Zellen und Astrozyten) und eine beeinträchtigte physiologi-
sche Kalziumreaktion (Abb. 3-38B - Astrozyten) konnten in dieser Arbeit gezeigt werden. 
Eine gestörte Kalziumhomöostase bzw. eine erhöhte intrazelluläre Kalziumkonzentration hat 
wiederum einen Anstieg apoptotischer sowie nekrotischer Vorgänge, eine Verminderung der 
Vitalität, eine Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie z. B. AP-1 und NFκB, und damit 
verbunden eine veränderte Genexpression als auch eine Störung des Aktin-Zytoskeletts zur 
Folge (Brown et al. 2004; Brown, Donaldson und Stone 2004; Verkhratsky und Butt 2007). 
Die meisten dieser Auswirkungen einer gestörten Kalziumhomöostase wurden bei Astrozyten 
nach einer WC-Co-NP-Exposition beobachtet. Die erhöhte Mmp9-Expression (Abb. 3-41) 
weist zudem auf eine mögliche Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFκB in 
Astrozyten hin.  
Zu den durch Cobalt vermittelten Effekten zählt die Stabilisierung des Hypoxie-induzierbaren 
Faktors 1 (HIF1), was zu hypoxischen Zuständen in der Zelle und einer entsprechenden Regu-
lation der Expression (Abschnitt 3.5 – OLN-93 Zellen) führen kann. Außerdem kann es durch 
Hypoxie ebenfalls zu einer veränderten Kalziumhomöostase kommen (Del Toro et al. 2003). 
Die für Gliazellen nachgewiesene Proliferationshemmung kann die Folge der Gentoxizität 
von Cobalt als auch Co2+ (Lison et al. 2001) sein. DNA-Schäden und eine Behinderung der 
Reparatur durch Co2+ (Kasten, Mullenders und Hartwig 1997) können einen Z llzyklusarrest 
auslösen, wie er für OLN-93 Zellen gezeigt wurde (Abb. 3-27). 
Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass ie Nanoeffekte bei Astrozyten und die 
Cobalt-Effekte bei OLN-93 Zellen überwiegen.  
Neben der verstärkten Mmp9-Expression wurden in OLN-93 Zellen weitere Gene reguliert 
(Abschnitt 3.5). Die veränderte Expression von MMPs und Adhäsionsmolekülen kann zur 
verminderten Adhäsion (Auflösung des Zellverbands) und in vivo zur Beeinträchtigung der 
Blut-Hirn-Schranke führen.  
Eine Schädigung neuronaler Zellen erfolgt über zwei unterschiedliche Signalwege. Die Auf-
nahme von NP verursacht morphologische und adhäsive Veränderungen. Die Schädigung von 
Gliazellen führt zu einer Freisetzung von Stoffen (siehe Abschnitt 3.3.1.4), die sekundär zu 
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einer Verringerung der Vitalität der Nervenzellen führen. Beide Vorgänge resultieren in einer 
massiven Beeinträchtigung der neuronalen Funktionalität.  
Nanoeffekte Cobalt-Effekte
Gliazelle
ROS
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Oxidativer
Stress
Chemische 
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Abbildung 4-2: Hypothese zum Wirkmechanismus von WC-Co-Nanopartikeln: 
Die durch eine Exposition mit WC-Co-NP ausgelösten Effekte beruhen hauptsächlich auf oxidativem Stress 
(durch erhöhte ROS-Produktion) und chemischer Hypoxie (durch Cobalt).  
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4.9 Ausblick 
Die Erforschung der Aufnahme und Verteilung von (WC-Co)-NP ist ein wichtiger Bereich 
der Nanotoxikologie. Mit der vorliegenden Arbeit konnten auf diesem Gebiet erste Erkennt-
nisse bezüglich der Zellen des Gehirns gewonnen werden. Es konnte eindeutig gezeigt wer-
den, dass alle untersuchten Zelltypen die NP aufnehmen. Zukünftig könnte man ein Modell 
der Blut-Hirn-Schranke aus primären Astrozyten, Perizyten und Endothelzellen (Nakagawa et 
al. 2009) etablieren und die Durchgängigkeit für die entsprechenden NP untersuchen.  
Die vorliegende Arbeit zeigt eine negative Beeinfluss ng von Zellen des Gehirns und bietet 
Ansätze zu beteiligten Signalwegen. Welche Auswirkungen die veränderte Genexpression auf 
die Proteinexpression und die Funktionalität der Zellen hat, muss in weiteren Versuchen (mit-
tels ELISA, Western Blot, Immunzytochemie und Protein-Arrays) überprüft werden. Die 
funktionellen Konsequenzen konnten durch die Kalziummessungen nur ansatzweise beleuch-
tet werden. So könnte die Funktionalität neuronaler N tze nach NP-Exposition untersucht 
werden. Eine Kultivierung und Exposition von primären Neuronenkulturen oder PC12 Zellen 
auf einem Multi-Elektroden-Array (MEA) System, welches die Registrierung von elektri-
schen Feldpotentialen ermöglicht, wäre dafür denkbar. Die MEAs eignen sich gut, um die 
Aktivität neuronaler Netze unter kontrollierten in vitro Bedingungen (nach elektrophysiologi-
scher oder chemischer Stimulation) zu untersuchen. Auch eine Kultivierung/Testung von Ko-
kulturen scheint möglich zu sein. MEAs ermöglichen wiederholte Messungen über einen län-
geren Zeitraum und eine Lokalisierung der gemessenen Aktivität. Die Stimulation und Mes-
sung verläuft ohne Schädigung der Nervenzellen. Erste Versuchsansätze dazu mit WC-Co 
inkubierten Neuronen verliefen recht viel versprechend. 
Synergistische und additive Effekte mit möglichen Krankheitserregern bzw. verschiedenen 
pathogenen Umständen, wie sie unter anderem von Tin Tin Win et al. bereits gezeigt wurden, 
stellen eine weitere grundlegende Möglichkeit dar, wie NP im Organismus Schaden verursa-
chen könnten (Tin Tin Win et al. 2008). Deshalb sollten bei weiteren experimentellen Vorha-
ben während der Exposition bestimmte Antigene oder bakterielle Makromoleküle mit einbe-
zogen werden. Eine Bindung von LPS oder anderen Noxen wurde für andere anionische NP 
gezeigt (Ashwood, Thompson und Powell 2007) und wäre auf Grund der negativen Ladung 
auch für WC(-Co)-NP denkbar. Durch die Bindung von Kationen an die NP-Oberfläche und 
der daraus resultierenden Adsorption von Makromolekülen wie Antigenen und bakteriellen 
Proteinen dienen anionische NP praktisch als trojanisches Pferd für Bakterien. Für TiO2-
Partikel konnte beispielhaft eine erhöhte Toxizität mit LPS gezeigt werden (Ashwood, 
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Thompson und Powell 2007). Außerdem könnte bei der Exposition und deren Wirkung zwi-
schen gesunden und schon vorgeschädigten Zellen bzw. Ge eben verglichen werden. 
Einer der wichtigsten Punkte ist die Ausdehnung der Untersuchungen zur molekularen Neuro- 
und Gliotoxizität auf in vivo Versuche, um eine Korrelation zwischen den erhaltenen in vitro 
Daten und der Relevanz der Daten in vivo zu erhalten. Dabei müssten die offenen Fragen ge-
klärt werden, in welchem Ausmaß es zu einem Vordringen der WC(-Co)-NP zum Gehirn so-
wie zu einer anschließenden Akkumulation der NP kommt und ob dies unter den Bedingun-
gen, die in den Hartmetallfabriken vorherrschen, auftritt. Dafür könnte man eventuell Senti-
nel-Tiere in den Herstellungsräumen aufstellen, die im Anschluss an die Exposition entspre-
chend untersucht werden. Ein weiterer Punkt, der der Klärung bedarf, ist die Frage nach sys-
temischen Effekten im Gehirn, die eintreten können, selbst wenn keine NP periphere Organe 
erreichen. Diese könnten beispielsweise inflammatorische Zytokine aus der Lunge darstellen, 
die als Antwort auf eine NP-Inhalation produziert werden und über das Blut ins Gehirn gelan-
gen (Rivest et al. 2000). Um die systemischen und nicht systemischen Reaktionen im Gehirn 
aufzuklären, könnte Hirngewebe von Ratten analysiert w den, bei denen eine Inhalation oder 
Instillation der zu untersuchenden NP durchgeführt wurde. Interessant wäre dabei die moleku-
larbiologische und histologische Untersuchung ausgewählter Regionen des Gehirns (frontaler 
Cortex, Bulbus olfactorius, Hypothalamus und Hippocampus) nach erfolgter Exposition der 
Tiere. Ausgehend von den hier präsentierten Daten scheint die Untersuchung von Matrixme-
talloproteinasen (MMPs) interessant, da diese für die Integrität der Blut-Hirn-Schranke von 
Bedeutung sind. Dazu könnten Elektrophorese- und in situ Zymografie mit Gewebeproben 
und -schnitten durchgeführt werden. Die Aufmerksamkeit sollte auch der Induktion von oxi-
dativem Stress gelten. Beispielsweise könnte mittels d s Carbonyl-Assays die Carbonylierung 
von Proteinen im Hirngewebe bestimmt werden; diese bietet einen indirekten Hinweis auf 
oxidativen Stress im Gewebe (Kaindl et al. 2006).  
All diese Untersuchungen könnten bei der Erstellung von Arbeitsrichtlinien im Umgang mit 
Hartmetallen, deren Ausgangsmaterial nanoskalige Pulver sind, hilfreich sein und damit einen 
Beitrag zum Schutz der Arbeiter liefern. 
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5 Zusammenfassung 
Die Anzahl neurodegenerativer Erkrankungen wie z. B. Morbus Parkinson, Morbus Alzhei-
mer oder amyotrophe Lateralsklerose nimmt in unserer Gesellschaft stetig zu. Obwohl inzwi-
schen eine Reihe genetischer Ursachen identifiziert wo den sind, wird auch der Einfluss von 
Umweltfaktoren bei der Pathogenese dieser Erkrankungen zunehmend in Betracht gezogen. 
Der Beitrag von ultrafeinen Partikeln aus Industrie und Umwelt auf neurodegenerative Er-
krankungen steht daher zunehmend im Interesse der Forschung (Calderon-Garciduenas, Solt 
et al. 2008). Die Translokation von ultrafeinen Partikeln bzw. Nanopartikeln ins Gehirn ist 
bekannt (Takenaka et al. 2001; Oberdorster et al. 2004; Peters et al. 2006). Die Charakterisie-
rung neurotoxischer und gliotoxischer Wirkungen von Nanopartikeln in einem in vitro Sys-
tem war deshalb Ziel dieser Arbeit. Untersucht wurden Wolframcarbid-Partikel mit und ohne 
Cobalt, die im Herstellungsprozess von Hartmetallen vo  Bedeutung sind. Die Arbeiter in 
entsprechenden Fabriken sind diesen Partikeln ausgesetzt, es gibt daher eine hohe Relevanz 
für den Arbeitsschutz. 
Die meisten toxikologischen Daten wurden bisher mit ikrokristallinen WC-Pulvern an Lun-
genzellen bzw. -gewebe erhoben. Da aber die Verarbeitung von nanoskaligen Partikeln besse-
re Eigenschaften der Hartmetalle bewirkt, nimmt das Interesse an toxikologischen Studien mit 
WC-Nanopartikeln zu. Da die Gefahr der Translokation und Akkumulation im Gehirn beim 
Einatmen von Stäuben am Arbeitsplatz besteht, wurde e stmalig die Toxizität von WC-NP 
mit und ohne Cobalt auf Zellen des Gehirns untersucht. Für die Durchführung wurden primä-
re Neuronen, Astrozyten und Mikroglia sowie die Oligodendrozytenvorläuferzelllinie OLN-
93 der Ratte eingesetzt. Alle untersuchten Partikel (WC 10n, WC 100na und WC-Co) konnten 
mittels Elektronenmikroskopie, ICP-Massenspektrometrie und Durchflusszytometrie in den 
verschiedenen Zelltypen nachgewiesen werden. Die Hemmung der Aufnahme durch eine 
Vorinkubation mit Cytochalasin D (Inhibitor der Aktinpolymerisation) deutet auf aktinabhän-
gige Endozytosevorgänge als Aufnahmemechanismen bei OLN-93 Zellen hin. Dagegen war 
bei primären Astrozyten und Mikroglia die Inkorporation nur bei einigen NP (WC 10n und 
WC-Co) durch Cytochalasin D inhibiert. Die Aufnahme d r Partikel ist demzufolge zell- und 
partikelspezifisch. 
Experimente mit Cobaltchlorid und Natriumwolframat konnten beweisen, dass nicht die ge-
lösten Ionen für die Toxizität von WC-Co ursächlich waren, sondern die Partikelform von 
entscheidender Bedeutung ist. Es zeigte sich jedoch, dass einige der WC-Co verursachten 
Effekte vermutlich auf dem Cobaltanteil beruhen. Offensichtlich dienen WC-Co-NP als Ve-
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hikel, um Cobalt in die Zellen einzuschleusen, dort lös  Cobalt in Ionenform hypoxische Sig-
nalwege aus (chemische Hypoxie). Zur toxischen Wirkung trägt auch das Reaktionsvermögen 
von WC und Cobalt an der beiderseitigen Grenzfläche bei, denn dadurch können in der Zelle 
vermehrt ROS gebildet werden. 
Im Rahmen der Untersuchungen wurden die zeit- und konzentrationsabhängigen Effekte der 
Nanopartikelexposition auf die Vitalität, die Proliferation, das Adhäsionsverhalten, das mito-
chondriale Membranpotential und die Induktion apoptotischer und nekrotischer Zelluntergän-
ge untersucht. Dabei wurden verschiedene Vitalitäts- und Proliferationstests angewendet, um 
die häufig beobachteten Wechselwirkungen zwischen Ragenzien und Nanopartikeln auszu-
schließen.  
Nicht alle untersuchten Nanopartikel erwiesen sich in den durchgeführten Experimenten als 
akut toxisch. Nur eine Exposition mit WC-Co-NP führte nach 72 h zu einer deutlich verrin-
gerten Vitalität und Proliferation bei Astrozyten ud OLN-93 Zellen. Eine Exposition mit 
WC-Co-NP zeigte des Weiteren eine geringe Induktion v  Apoptose und Nekrose bei Astro-
zyten, nicht aber bei OLN-93 Zellen. Neurone wiesen nach einer Exposition mit NP eine we-
nig verringerte Vitalität auf. Es wurde festgestellt, dass erst die primäre Schädigung von 
Astrozyten zu einer sekundären Neuronenschädigung führt.  
Die Exposition mit WC- und WC-Co-NP beeinflusste das mitochondriale Membranpotential 
und das Adhäsionsverhalten der untersuchten Zellen. N uronen und OLN-93 Zellen zeigten 
nach NP-Exposition eine verminderte Adhäsion, Neuronen wiesen eine stark veränderte Mor-
phologie auf, was funktionelle Veränderungen zur Folge haben muss. Auch physiologische 
Kalziummessungen lieferten einen Hinweis für die veränderte Funktionalität glialer Zellen 
nach einer NP-Exposition.  
Mit den OLN-93 Zellen wurde ein PCR-Array zur Untersuchung von Genen der extrazellulä-
ren Matrix und Adhäsion durchgeführt. Die Regulation dort interessant erscheinender Gene 
wurde nachfolgend mit realtime RT-PCR von OLN-93-Zellen und Astrozyten überprüft. Es 
konnte eine Regulation von Mmp9, Timp1, Lama3, Tgfbi, Col8a1 und Hmox1 gezeigt wer-
den. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die ausgewählten Nanopartikel nicht per se neu-
ro- und gliotoxisch wirkten. Die Partikel können anh d abnehmender Toxizität wie folgt 
geordnet werden: WC-Co > WC 100na > WC 10n. Auch die Reaktionen der Zellen fielen 
unterschiedlich aus: Sensitivität der Zellen: Astrozyten (und Mikroglia) > OLN-93 Zellen > 
Neuronen. Bei der Bewertung der NP-Toxizität müssen jedoch unbedingt die Wechselwir-
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kungen der Zellen bedacht werden. So führte die Schädigung der Gliazellen letztendlich zu 
einer sekundären Schädigung der Neuronen, obwohl diese bei direktem Kontakt mit NP als 
unempfindlich eingestuft wurden. 
Eine Exposition des Gehirns mit WC-Co-NP in hohen Konzentrationen oder über einen län-
geren Zeitraum könnte also weit reichende Folgen haben, angefangen bei einer gestörten Sig-
nalweiterleitung über eine erhöhte Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke bis hin zu neurode-
generativen Veränderungen.  
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7 Abkürzungsverzeichnis 
AK Antikörper 
(i)NOS (induzierbare) Stickstoffmonoxid-Synthetase 
Abb.  Abbildung 
AM Acetoxymethylester 
AP-1  Activating protein 1 
Apo Apolipoproteine 
AT II alveoläre Epithelzellen des Typ II 
ATP Adenosintriphosphat 
AZ Astrozyten 
BCA  Bicinchoninic acid (Bicinchoninsäure) 
BDNF Brain-derived neurotrophic factor 
BET Brunauer-Emmett-Teller 
BHT Butylhydroxytoluol 
bp  Basenpaare 
BrdU Bromdeoxyuracil 
BSA  Bovines Serum-Albumin 
CAM Camptothecin 
CCK8 Cell Counting Kit 8 
Cdh Cadherin 
cDNA  copy DNA 
CHO chinesische Hamsterovarien 
CLIC/GEEC 
Clathrin-Independent Carriers and GPI-Enriched Endocytotyc Compart-
ments 
CNPase 2',3'-Cyclic Nucleotide 3'-Phosphodiesterase 
CNT Carbon Nanotubes (Kohlenstoffnanoröhren) 
Cntn Contactin 
Col8a1/ COL8A1 Collagen 8 alpha 1 Gen/ Protein 
CytoD/CD Cytochalasin D 
DAB Diaminobenzidin 
DCFH-DA 2',7'-dichlorfluorescein-diacetate 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethyllsulfoxid 
DNA  Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
dNTP  Desoxyribonukleosidtriphosphat 
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ECM Extrazelluläre Matrix 
ED1 Makrophagen-Aktivierungs-Antigen 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
EDX Energy dispersive X-ray spectroscopy (Energiedispersive Röntgenanalyse) 
ERK Extracellular-signal Regulated Kinase 
ET Endothelin 
FACS Fluorescence-activated cell sorting (Durchflusszytometrie) 
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
FKS Fötales Kälberserum 
GFAP Glial fibrillary acidic protein (saures Gliafaserprotein) 
GSA-Lektin Griffonia simplicifolia Agglutinin Isolektin I-B4  
HBSS HEPES-buffered saline solution 
HE Hämatoxylin-Eosin 
HIF Hypoxie-induzierbarer Faktor 
HKG Housekeeping Gene (Haushaltsgen) 
HLA-DP Human Leucocyte Antigen-DP 
Hmox1/ HMOX1 Hämoxigenase 1 Gen/Protein 
HPLC 
high performance liquid chromatography (Hochleistungs-Flüssigkeits-
Chromatographie) 
Hsp Hitzeschock Protein 
IARC 
International Agency for Research on Cancer (Internationale Agentur für 
Krebsforschung) 
ICP-AES 
Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrometry  (Atom-
Emissions-Spektroskopie mit induktiv gekoppeltem Plasma) 
ICP-MS 
Inductively coupled plasma-mass spectrometry (Massenspektrometrie mit 
induktiv gekoppeltem Plasma) 
IF Immunfluoreszenz 
IKTS Institut für keramische Technologien und Systeme 
IL Interleukin 
IRGC International Risk Governance Council (Internationaler Risikorat)  
Itg Integrine 
JC-1 5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide 
JNK Jun N-terminal Kinase 
Lam Laminine 
Lama3/LAMA3 Laminin alpha 3 Gen/ Protein 
LDH Lactat-Dehydrogenase 
LDL Low-Density Lipoprotein (Lipoprotein niederer Dichte) 
LDLR Low-Density Lipoprotein Rezeptor 
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LTA Lipoteichoic acid (Lipoteichonsäure) 
M. Alzheimer Morbus Alzheimer 
MAPK  Mitogen aktivierte Proteinkinase 
MBZ Max Bergmann Zentrum 
MCP Monocyte chemotactic protein (Monozyten-Chemoattraktives Protein) 
MEA Multi Elektroden Array 
MG Mikroglia 
M-MLV-RT Moloney murine leukemia virus – Reverse Transkriptase 
Mmp9/ MMP9 Matrix Metalloprotease 9 Gen/ Protein 
MMPs Matrix Metalloproteasen 
MP Membranpotential 
mRNA  messenger (=Boten) Ribonukleinsäure 
MS Multiple Sklerose 
MT3 Metallthionein 3 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide, a tetrazole 
NFkB  Nukleärer Faktor kB 
NGF Nerve Growth Factor (Nervenwachstumsfaktor) 
NHMP Natriumhexametaphosphat 
NP Nanopartikel 
OL Oligodendrozyten 
PBCA Poly(butyl cyanoacrylate) 
PBMC 
Peripheral Blood Mononuclear Cell (mononukleäre Zellen des peripheren 
Blutes) 
PBS Phosphate-buffered saline 
PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase Kettenreaktion) 
PEG-PHDCA Poly(methoxypolyethyleneglycol cyanoacrylate-co-hexadecylcyanoacrylate) 
PI Propidiumiodid 
PLL Poly-L-Lysin 
PM10 Particulate matter (Luftpartikel) < 10 µm 
PNS  Peripheres Nervensystem 
QD Quantum Dot 
RNS Reaktive nitrosative Spezies 
ROS Reaktive oxidative Spezies 
rpm  rounds per minute 
RT Raumtemperatur 
SDS Sodium dodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat) 
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Sell Selectin, lymphocyte 
Selp Selectin, platelet 
SEM Scanning Electron Microscope (Rasterelektronenmikroskop) 
SSC Side scatter light (Seitwärtsstreulicht) 
STEM 
Scanning Transmission Electron Microscope (Raster-
Transmissionselektronenmikroskop) 
Tab. Tabelle 
TBS Tris-buffered saline 
TdT Terminale Deoxynukleotidyl-Transferase 
TEM Transmissionselektronenmikroskop 
Tgfbi/ TGFBI Transforming growth factor beta induced Gen/Protein 
Thbs Thrombospondin 
TIEG-1 Transforming growth factor-beta inducible early gene 1 
Timp/ TIMP Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteasen Gen/ Protein 
TNF Tumornekrose Faktor 
TUNEL Terminal transferase dUTP nick end labeling 
UFZ Helmholtz-Zentrum für Umweltforschung 
u. a. unter anderem 
Vcam Vascular cell adhesion molecule  
WC Wolframcarbid 
WC-Co  Wolframcarbid-Cobalt 
g  Gravos (Erdbeschleunigung) 
ZNS  Zentrales Nervensystem 
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8 Anhang 
8.1 Zusatz zu Methoden 
Partikelcharakterisierung – Größenverteilung 
 
 
Abbildung 8-1: Größenverteilung nach Volumen: Vergleich der beiden WC-Pulver bezüglich der Größenver-
teilung (bestimmt mit dynamischer Lichtsstreuung), Quelle: Tobias Meißner, Fraunhofer IKTS 
Adhäsionstest mittels Kristallviolett-Färbung 
Der Kristallviolett-Test ist ein spektralphotometrisches Verfahren, das auf der Anfärbbarkeit 
von Zellen mit dem Farbstoff Gentianaviolett (Kristallviolett) beruht. 
Nach der Behandlung der Zellen mit verschiedenen Naop rtikelkonzentrationen wurden die 
Zellen einmal mit PBS gewaschen, um nicht-adhärente Zellen zu entfernen. Die Zellen wur-
den mit 1% Glutaraldehyd fixiert, für 25 min mit Kristallviolett gefärbt und anschließend mit 
Aqua dest gewaschen und getrocknet. Die adhärenten Zellen wurden dann mit 2% SDS lysiert 
und die Extinktion bei 570 nm photometrisch bestimmt. Die Extinktion verhielt sich linear zur 
Zelladhäsion. Für alle Konzentrationen wurde eine Sechsfach-Bestimmung durchgeführt. 
Comet-Assay (Einzelzellgelelktrophorese) 
Mit dem alkalischen Comet-Assay nach Singh et al. knn man Einzel- und Doppelstrangbrü-
che sowie alkalilabile Stellen der DNA nachweisen.  
Für diese Methode waren Objektträger mit Agarosebeschichtung nötig. Die Zellen wurden 
nach der NP-Exposition in 24-well-Platten mit PBS gewaschen, durch 0,005%iges Trypsin 
abgelöst und mittels Zentrifugation pelletiert. Anschließend wurde das Pellet in 80 µl 1%ige 
Niedrigschmelzpunkt-Agarose (in PBS) aufgenommen, auf die vorbereiteten Objektträger 
aufgetropft und mit Hilfe eines Deckgläschens luftblasenfrei verteilt. Nach einer kurzen Ab-
Partikeldurchmesser [nm] 
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kühlung wurde das Deckgläschen entfernt und es erfolgte die Aufbringung einer weiteren 
Agaroseschicht (Niedrigschmelzpunkt-Agarose) auf die Zellen. Nach vollständiger Aushär-
tung der Agarose schloss sich die zweistündige lichtgeschütze Inkubation im frisch hergestell-
ten Lysepuffer (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Trizma base) bei 4°C an. Während dieser 
Zeit wurden die Zellen und deren Membranen lysiert sowie Proteine aufgrund der hohen 
Salzkonzentration entfernt. Dadurch lag die DNA derZ llen frei in der Agarose vor und 
konnte im Anschluss an eine 20minütige Vorinkubation im alkalischen Elektrophoresepuffer 
(300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH>13, frisch hergestellt) im elektrischen Feld (24 V, 300 
mA, 30 min) wandern. Die Vorinkubation diente dabei d m Entwinden der DNA und dem 
Aufbrechen alkalilabiler Stellen. DNA-Strangbrüche führten im elektrischen Feld zur 
Schweifbildung (=Kometenschweif durch stärkere Wanderung zur Anode) und konnten nach 
mehreren Waschschritten mit Neutralisationspuffer (0,4 M Tris, pH 7,5) mit einer Sybr 
Green-Färbung im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Je länger der sichtbare 
Schweif war, desto größer die DNA-Schädigung.  
Als Kontrollzellen dienten zum einen mit Wasser und NHMP behandelte Zellen und zum an-
deren Zellen, denen kurz vor Aufbringung auf die Objektträger NP zugegeben worden waren. 
Des Weiteren erfolgte für einen Teil der Zellen vor der Trypsinbehandlung eine 3minütige 
Bestrahlung mit UV-Licht zur Induktion von DNA-Strangbrüchen.  
Untersuchte Gene im PCR-Array 
Tabelle 8-1: Übersicht über Gene des PCR-Array Extrazelluläre Matrix- und Adhäsions-Moleküle 
 Symbol Beschreibung 
A01  Adamts1 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1 
A02  Adamts5 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 5 
A03  Adamts8_predicted ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 8 
A04  Catna1 Catenin (cadherin associated protein), alpha 1 
A05  Ctnna2_predicted Catenin (cadherin associated protein), alpha 2 
A06  Cd44 Cd44 molecule 
A07  Cdh1 Cadherin 1 
A08  Cdh2 Cadherin 2 
A09  Cdh3 Cadherin 3, type 1, P-cadherin (placental) 
A10  Cdh4 Cadherin 4 
A11  Cntn1 Contactin 1 
A12  Col1a1 Collagen, type I, alpha 1 
B01  Col2a1 Collagen, type II, alpha 1 
B02  Col3a1 Collagen, type III, alpha 1 
B03  Col4a1 Collagen, type IV, alpha 1 
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B04  Col4a2_predicted Collagen, type IV, alpha 2 
B05  Col4a3 Collagen, type IV, alpha 3 
B06  Col5a1 Collagen, type V, alpha 1 
B07  Col6a1_predicted Collagen, type VI, alpha 1 
B08  Col8a1_predicted Collagen, type VIII, alpha 1 
B09  Vcan Versican 
B10  Ctgf Connective tissue growth factor 
B11  Ctnnb1 Catenin (cadherin associated protein), beta 1 
B12  Ecm1 Extracellular matrix protein 1 
C01  Emilin1_predicted Elastin microfibril interfacer 1 
C02  Entpd1 Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 
C03  Fbln1_predicted Fibulin 1 
C04  Fn1 Fibronectin 1 
C05  Hapln1 Hyaluronan and proteoglycan link protein 1 
C06  Icam1 Intercellular adhesion molecule 1 
C07  Itga2 Integrin, alpha 2 
C08  Itga3_predicted Integrin alpha 3 
C09  Itga4 Integrin alpha 4 
C10  Itga5 Integrin alpha 5 (fibronectin receptor alph ) 
C11  Itgad Integrin, alpha D 
C12  Itgae Integrin, alpha E, epithelial-associated 
D01  Itgal Integrin alpha L 
D02  Itgam Integrin alpha M 
D03  Itgav_predicted Integrin alpha V 
D04  Itgb1 Integrin beta 1 (fibronectin receptor beta) 
D05  Itgb2 Integrin beta 2 
D06  Itgb3 Integrin beta 3 
D07  Itgb4 Integrin beta 4 
D08  Lama1_predicted Laminin, alpha 1 
D09  Lama2_predicted Laminin, alpha 2 
D10  Lama3 Laminin, alpha 3 
D11  Lamb2 Laminin, beta 2 
D12  Lamb3 Laminin, beta 3 
E01  Lamc1 Laminin, gamma 1 
E02  Mmp10 Matrix metallopeptidase 10 
E03  Mmp11 Matrix metallopeptidase 11 
E04  Mmp12 Matrix metallopeptidase 12 
E05  Mmp13 Matrix metallopeptidase 13 
E06  Mmp14 Matrix metallopeptidase 14 (membrane-insrted) 
E07  Mmp15_predicted Matrix metallopeptidase 15 
E08  Mmp16 Matrix metallopeptidase 16 
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E09  Mmp1a_predicted Matrix metallopeptidase 1a (interstitial collagenase) 
E10  Mmp2 Matrix metallopeptidase 2 
E11  Mmp3 Matrix metallopeptidase 3 
E12  Mmp7 Matrix metallopeptidase 7 
F01  Mmp8 Matrix metallopeptidase 8 
F02  Mmp9 Matrix metallopeptidase 9 
F03  Ncam1 Neural cell adhesion molecule 1 
F04  Ncam2 Neural cell adhesion molecule 2 
F05  Pecam1 Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 
F06  Postn_predicted Periostin, osteoblast specific factor 
F07  Adamts2 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 2 
F08  Sele Selectin, endothelial cell 
F09  Sell Selectin, lymphocyte 
F10  Selp Selectin, platelet 
F11  Sgce Sarcoglycan, epsilon 
F12  Sparc Secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) 
G01  Spock1 Sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains proteoglycan (testican) 1 
G02  Spp1 Secreted phosphoprotein 1 
G03  Syt1 Synaptotagmin I 
G04  Tgfbi Transforming growth factor, beta induced 
G05  Thbs1 Thrombospondin 1 
G06  Thbs2 Thrombospondin 2 
G07  Timp1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 
G08  Timp2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 
G09  Timp3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 
G10  Tnc Tenascin C 
G11  Vcam1 Vascular cell adhesion molecule 1 
G12  Vtn Vitronectin 
H01  Rplp1 Ribosomal protein, large, P1 
H02  Hprt1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 
H03  Rpl13a Ribosomal protein L13A 
H04  Ldha Lactate dehydrogenase A 
H05  Actb Actin, beta 
H06  RGDC Ratten Genomische DNA Kontamination 
H07  RTC Reverse Transkription Kontrolle 
H08  RTC Reverse Transkription Kontrolle 
H09  RTC Reverse Transkription Kontrolle 
H10  PPC Positive PCR Kontrolle 
H11  PPC Positive PCR Kontrolle 
H12  PPC Positive PCR Kontrolle 
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8.2 Weitere Ergebnisse 
Effekte von Cobaltchlorid und Natriumwolframat-Dihydrat auf Astrozyten 
Astrozyten
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Abbildung 8-2: Vitalität von Astrozyten nach Behandlung mit Wolfram- und Cobaltionen: 
CCK-8-Test nach 72 h Behandlung von Astrozyten; WC+CoCl2: 30 µg/ml WC 100na und 51 µM CoCl2; Vorin-
kubation bedeutet: 1 h WC und CoCl2 zusammen geschüttelt, um eventuelle Wechselwirkungen, die bei WC-Co 
auftreten, ohne den Einfluss von Medium nachzustellen; keine der Salzbehandlungen erreicht die Toxizität von 
WC-Co 
Effekte von WC-Co-NP auf die primäre Anheftung von OLN-93 Zellen 
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Abbildung 8-3: Einfluss der WC-Co-NP auf die primäre Anheftung von OLN-93 Zellen: 
Keine Beeinflussung der primären Anheftung von OLN-93 Zellen durch WC-Co-NP nach 4-stündiger Expositi-
on beginnend mit Aussaat der Zellen 
Effekte von Cobaltchlorid auf Proliferation und Zellzahl von OLN-93 Zellen/ Astrozyten 
Tabelle 8-2: Einfluss von 51 µM CoCl2 auf Proliferationsrate und Zellzahlbestimmung: 
72 h Exposition von OLN-93 Zellen und Astrozyten mit anschließendem BrdU-Assay und Durchflusszytometrie 
 
 BrdU-Assay Zellzahlbestimmung 
OLN-93 Zellen 54,4% ± 19,8% 72% ± 9,9% 
Astrozyten 81,5% ± 24,7% 66% ± 16,8% 
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Induktion der Hmox1 in Astrozyten durch WC-Co-NP  
Hmox1-Expression in Astrozyten
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Abbildung 8-4: Regulation der relativen mRNA-Expression von Hmox1 in Astrozyten: 
Analyse der mRNA-Expression von Hmox1 nach 72 h Exposition von Astrozyten mit WC 100na, WC-Co und 
CoCl2, deutliche Induktion von Hmox1 durch WC-Co-NP messbar, CoCl2-Niveau bedeutet Expression bei Be-
handlung mit 51 µM CoCl2 
Regulierte Gene durch WC-Co-NP 
Tabelle 8-3: Funktion der Proteine, deren Gene durch WC-Co-NP reguliert sind: 
Reguliertes Gen Funktion des codierten Proteins Literatur  
Verringerte Expression 
durch WC-Co-NP 
  
Col4a2 
Col4a3 
Col5a1 
Kollagene sind die Hauptproteine des Bindesgewebes (50% des 
gesamten Körperproteingehalts = Kollagene); COL4 ist Grund-
lage der Basalmembran und COL5 in Verbindung mit COL1 ist 
Hauptbestandteil des Bindegewebes 
(Alberts et 
al. 2003) 
Col8a1 siehe Diskussion Abschnitt 4.7  
Itga4 
Itgb3 
Integrine vermitteln allgemein die Zell-Zell-Adhäsion; während 
der Entwicklung sind sie wichtig bei der axonalen Wegfindung, 
Synaptogenese, astrozytären Reifung und Migration; ITGA4 
und ITGA3 sind vermehrt in reaktiven AZ exprimiert 
(Alberts et 
al. 2003) 
(Fasen, 
Elger und 
Lie 2003) 
Mmp1 
Mmp2 
Mmp15 
Matrix Metalloproteasen tragen allgemein zum Abbau der ECM 
bzw. des Gewebes bei; MMP1 ist z. B. bei Hypoxie geringer 
und bei M. Alzheimer höher exprimiert; MMP2 ist ebenfalls bei 
verschiedenen neuropathologischen Situationen induzert (Bsp. 
Trauma); MMP15 ist eine membranständige MMP, die in Gli-
omazellen stark exprimiert ist und andere MMP, wie MMP2 
aktiviert 
(Leake, 
Morris und 
Whateley 
2000; 
Sifringer et 
al. 2007; 
Takino et al. 
1995) 
Tgfbi siehe Diskussion Abschnitt 4.7  
Timp3 
TIMP hemmen MMP; TIMP3 fungiert außerdem als Angioge-
nese-Inhibitor 
(Qi et al. 
2003) 
Sele 
das endotheliale Selectin ist ein transmembranes Glykoprotein, 
das bei Entzündungen durch Zytokine induziert werden kann 
und Leukozyten anlockt; SELE ist auch bei Gehirnschäden 
stärker exprimiert 
(Alberts et 
al. 2003; 
Collins et al. 
1991; 
Williams et 
al. 2007) 
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Erhöhte Expression 
durch WC-Co-NP 
  
Itgb2 siehe oben  
Lama3 siehe Diskussion Abschnitt 4.7  
Lamb3 
bei LAMB3 handelt es sch um die ß-Kette des Laminin 5 (siehe 
daher Diskussion Abschnitt 4.7)  
Mmp9 siehe Diskussion Abschnitt 4.7  
Thbs1 
THBS1 ist ein Glykoprotein der ECM und vermittelt Zell-Zell- 
und Zell-ECM-Kontakte; es wirkt antiangiogenetisch und proa-
poptotisch sowie stimulierend auf die Oligodendrozytenmigra-
tion 
(Wolf et al. 
1990; Scott-
Drew and 
ffrench-
Constant 
1997; Rege 
et al. 2009) 
Timp1 siehe Diskussion Abschnitt 4.7  
Vcam1 
VCAM1 vermittelt die Adhäsion von verschiedenen Blutzellen 
zu den endothelialen Zellen der Gefäße; es kann durch Zytokine 
induziert werden (Funktion im Immunsystem) und spielt eben-
falls eine Rolle bei Gehirnschäden 
(Barreiro et 
al. 2002; 
Williams et 
al. 2007) 
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8.3 Informationen zur Diskussion 
Zusammenfassung der Hartmetallfabrik-Studien aus der Dissertation  von K. Osterhage: 
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